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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI
2017. MARCIUS 15. ES 2017. JUNIUS 30. KOZOTT

Az MTA EInoksége kiemelkedd tudomanyos munkassaguk elismeréseként
megosztott Akadémiai Dijjal tlintette ki az ELTE TTK Bioldgiai Intézet Bio-
kémiai Tanszék harom oktatéjat: Kovacs Mihaly egyetemi tanart, az MBKE
jelenlegi fétitkarat, Malnasi-Csizmadia Andras kutatéprofesszort és Nyitray
Laszlé tanszékvezetd egyetemi tanart, az MBKE jelenlegi alelnokét. Kutaté-
csoportjaik a motorfehérjék mikddésének feltdarasaban, valamint az izomfehér-
jék mellett a sejtosztddasban, a sejtmozgasban, a sejten bellli anyagforgalom
lebonyolitasdban és a DNS-hibajavitasban résztvevé enzimek vizsgalataban

értek el jelentds, nemzetkézi visszhangot kivalté eredményeket.

Az idei Lendiilet palyazati felhivasra 96-an jelentkeztek, kozilik 22 fiatal
kutaté kezdheti meg tudomanyos munkdjat a program keretében. Az MBKE
tagjai kozul Lipinszki Zoltan bioldogus az MTA Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont
Biokémiai Intézetében alakithat kutatdcsoportot. Eredményei kézelebb vihetnek
a sejtosztddasi hibdkbol eredd betegségek kialakulasanak megértéséhez (lasd
30. oldal).

A beérkezett 140 palyazatbdl 25 magyar, 40 évesnél fiatalabb posztdoktor
nyerte el az MTA masodszor meghirdetett Prémium posztdoktori kutatéi prog-

ramjanak 3 éves tdmogatasat, koztik:

Enyedi Balazs (Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet): A sejtmagduzza-
das szerepe a sejtkarosodas és a szoveti sériilés patomechanizmuséaban,

Harami Gabor (ELTE TTK Biokémiai Tanszék): A homoldg rekombinacié
minGség-ellendrzésének feltérképezése egyedi molekula-eljarassal,

Szab6é Milan (MTA Szegedi Bioldgiai Kutatdékdzpont, Novénybioldgiai
Intézet) Fotoszintetikus folyamatok, sejtndvekedés és sejten kivili kap-
csolatok fenotipizaldsa Symbiodiniumban és egyéb mikroalgakban

cim( témaban végezhet kutatasokat.
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Kitiintetések, dijak

A 2017. évi Straub-plakett dijazottja Puskas Laszld, az MTA Szegedi Bioldgiai
Kutatékdzpont Funkcionalis Genetikai Laboratéoriumanak tudomanyos tanacs-
adédja, aki a sikeres gyogyszerekhez vezetd utrél, a molekularis célpontok

azonositasarol tartott el6adast a dij atvételekor.

Pro Urbe dijban részesllt Vigh Laszlé akadémikus, Szeged Nemzetkozi
Kapcsolataiért emlékérmet kapott Wollemann Maria orvos, mindketten az

MTA Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont Biokémiai Intézet kutatoi.

Gratulalunk a kitiintetetteknek!
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Hudecz Ferenc

UTON...

Hudecz Ferenc!
ELTE TTK Szerves Kémiai Tanszék,
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatéocsoport

Budapesten sziiletettem 1952. szeptember 12-én. A
Martonhegyi uti altalanos iskola ének-zenei tagozatra jartam. A
felvételin — annak ellenére, hogy hangom nemigen volt - jé
halldsom miatt a ,b” osztalyba keriltem. Az énektanar Vigh Rudi
bacsi, a neves népzenekutatd, Kodaly tanitvany azzal érvelt:

Jlassuk mi lesz a gyerekbdl”. Valéban, fels6 tagozatban (5.

osztaly) mar az énekkar tagja voltam, bar szélét soha nem énekeltem (és ez
realis). A zene, a zeneolvasas, a korus, az éneklés szeretete velem maradt.
Fontos emlék szamomra Kodaly latogatasa az iskoldban, SzOnyi Erzsébet
kisérte, aki a Magyar Kodaly Tarsasag alapitd és orokds tiszteletbeli tagja,
tarselnoke, elnoke. A 40 éves osztalytaldlkozén - 2008-ban - fels6-tagozatos
énektanarunkat, Horvath Karcsi bacsit sikerllt ravenni (nem volt nehéz) az
oregdiak koérus létrehozdasara és orilok annak, hogy sokan bekapcsoldodtak a

munkaba.

Az iskola szigoru volt, sokat kdvetelt és sokat adott, emberségre és tartasra
nevelt. Az alsd tagozatos osztalyfonok, Vaszkd Bélané, Irén néni igazsagos,
nyugalmat arasztd, remek tanito volt. A felsd tagozatban emlékezetesek voltak
Kecskés Mihdlyné magyar 0rdi, vers- és prbézaelemzései. Szerettem a
torténelmet, Margit néni racionalis, vilagos és jol kdvethetd 6rait, ahol bizony
fegyelem volt, a j0 értelemben és Lujzi néni, a néptanc tanarnd gondos,
odafigyelO és értelmes tevékenységre nevel6 munkajat. Fontosak, mokasak és
szeretnivaldk voltak a rajzérak Bakonyi Mozes tanar urral, a gyakorlati
foglalkozdsok Mathé tanar Urral és persze a kémia Wiener Janosné, Anna

nénivel, akinek kdszdnhetem, hogy érdeklddésem mar ott az iskoldban a

! Hudecz Ferenc E6tvés Jozsef-emlékérmet és ,Pro European Peptide Society” kitiintetést kapott,
lasd Biokémia XLI. EVFOLYAM 1. SZAM, 2017. marcius, a szerkeszt6ség megjegyzése.
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Hudecz Ferenc

kémia/biokémia felé fordult. Nem fejeltem el bioldégia tanarunk, Jutka néni
meleg szeretetét, amellyel a didkokkal foglalkozott. J6 volt Martonhegyisnek

lenni...

A budapesti Szilagyi Erzsébet Gimnaziumban érettségiztem 1971-ben. A
kozépiskolas évek emlékét meghatarozza édesapam halala (1969), aminek
hattere egy inoperabilis gyomorrak volt. Tanaraim egylttérzése és ennek
megnyilvanulasi formai alapvetd0 élmények maradtak szamomra. A kémia-
bioldgia tagozatos osztalyban sokat tanultam Fraknoi Tibor kémia tanartdl,
élveztik a kisérleteket és megtanultuk, hogy a reprodukalhatésag elsérendl
kovetelmény. A logikus gondolkodas, a raciondlis megkdzelités tiszteletét
sajatithattuk el a koézelmultban Ratz tanar ar életmddijjal kitlintetett Palfalvi
Jozsefné, Sarikatdl, a matematika hiteles, elkotelezett tanaratdl. Emlékezetesek
Nagy Tamasné, Gréti néni magyar o6rdi, a Jozsef Attila vagy Radnéti
verselemzések és Mohayné Katanics Maria tanarné ének-zenetorténet orai és
természetesen a kamarakdrus. Nemcsak szakmai tudast, m(iveltséget, hanem
emberséget, a kodzOsség szolgalatat, a ,masik” tiszteletét tanultuk meg.
Szerencsés osztaly voltunk... Es jo kozosség. Azota is figyeliink egymaésra,
tanulunk egymastoél: a gyogytornasz és a gyogypedagdgus, a szemész, a
belgydégyasz haziorvos és a tidbégydgyasz fborvos, akit az év orvosanak
valasztott korhaza, az akadémikusok, a gydgyszertarvezetd, a jezsuita
szerzetes, a Jezsuita Roma Szakkollégium kezdeményezbje, a nemzetkozileg
elismert szdllitmanyozasi vallalkozd, aki a tulsulyos-tulméretes eszkdzok
szallitdsanak specialistaja a kontinensen, a ko&zépiskolai tanar, az 1991-ben
alapitott biotech cég ugyvezetdje, egy magyar tudomanyos folydirat

foszerkesztbje és a tobbiek - itthon és kulfoldon.

Biokémikusnak készlltem. Mivel el6zményei e tudomanyteriletnek nem voltak
a csaladban, a tovabbtanulast meghatarozta az a beszélgetés, amelyet az MTA
Torténettudomanyi Intézetben Anglidval és az angol-magyar kapcsolatokkal

foglalkozé torténészként édesanyam folytatott Straub F. Bruné akadémikussal,
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Hudecz Ferenc

akit — ismeretlentl - felkeresett a kérdéssel, mit tanacsol, hogyan lehet
egyetemi tanulmanyokat folytatni az 1970-es években Magyarorszagon? A
lehetéségek (SOTE, ELTE, BME) részletes elemzése utan Straub akadémikus az

ELTE vegyész szakot javasolta.

Igy az ELTE TTK vegyész szakos hallgatdéja lettem 1972-ben, 1977-ben
szereztem kutatdovegyészi diplomat. Az egyetemen nagy hatassal voltak ram
Kucsman Arpad elegédns szerves kémiai eléaddsai, a specidlis kurzusok kozott
pedig megfogtak Medzihradszky Kalman peptidkémiai el6adasai, Gergely Janos
immunoldgiai és Kovacs Janos sejttani stidiumai. Ondll6 gondolkodasra,
szuverén kutatéi mikddésre készitettek fel Haiman Otté fizika vizsgai, az E6tvos
Collegista Turczi Gyula és Beke Gyula matematika, illetve fizikai kémiai
szeminariumai. Talan a legtobbet Szekerke Maria tudomanyos tanacsaddnak
koszénhetek, akinél - rakkutatassal kapcsolatos témaban - a tudomanyos
diakkoéri munkat kezdtem az egyetemi évek alatt, diplomdaztam és doktoraltam
(Dr. rer. nat.,, ELTE, 1980). Az 06 nyitottsaga, nemzetkdzi-szakmai
széleslatokorlisege és a gondolkodas szabadsaganak tiszteletben tartasa

nagyban segitette szakmai fejlédésemet.

1979 majusadban, az ELTE TTK bioldgus balon ismertem meg azt a hallgatét, aki
december 1-én feleségem lett, aki végzés utan ledoktoralt, aki kezdetben a
K6banyai Gydgyszerarugyar (ma Richter G. Vegyészeti Nyrt.) munkatarsa, majd
a Semmelweis Egyetem Biofizikai Intézet elkotelezett oktatdja, sikeres Ph.D.
hallgaték témavezetdje, habilitdlt docens, a bioldgiai tudomany kandidatusa
(1994), kutatd (h index: 15). Nemcsak feleség, gyermekeink édesanyja (és Lili
unokdnk nagymamaja), lelkes oktatd és kutatd, de tarsam minden

vonatkozasban...

Kezdetben kilonb6zd tumorellenes szerek albumin, majd polipeptidek (Ara-C)
illetve (Mm-AMSA) DNS kotédésének tanulmanyozasaba kapcsolédtam be.

Késobb olyan Uj tipusu elagazd lancu polimer polipeptid csalad szintézisére,
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Hudecz Ferenc

jellemzésére torekedtiink, amelynek segitségével egyrészt tanulmanyozni lehet
a primer szerkezet (aminosav sorrend, aminosav Osszetétel) és a térbeli
elrendez6dés (oldatbeli konformacio) kozotti Osszefliggéseket, masrészt a
kémiai szerkezet befolydsoldé hatasat relevans funkcionalis bioldgiai
sajatsagokra. E vegyiletekben a polilizin gerinchez kilénboz6 felépités(, rovid
peptid oldalldncok kapcsoldédnak (1. &bra). Az oldalldncvégi aminosavak
megvalasztdsaval l|étre lehetett hozni kilonbozo toltésd, toltésslirliségd,

hidrofil/hidrofob karakter(i vegyileteket.

polikation,

“ w CH, palikation,
mono

hidrofil

(
CcH,
CH, EAK L KAK cn, Ppolikation,

— — “ o«
amfoter CH, . cH, dupla
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* @ o H3N+ ’
NH
00C 3 O
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- cH alianion
pelianion, <H, s P dupla”
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1. abra. Elagazé lancu, polilizin gerincii polipeptidek sematikus szerkezete. A = Ala, K
=Lys, E =Glu, S = Ser.

Az oldatbeli térszerkezet meghatarozasara CD spektroszkdpiai vizsgalatokat
végeztem - elsd kulféldi tanulmanyutak keretében (1978, 1979 és 1982) - a
nemzetk6zi elismertségli Dr. Karel Blaha kutatécsoportjaban, Pragaban
(Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of
Sciences). Megallapitottuk, hogy a lancvégi aminosavak minem(isége (toltés,
oldallanc hidroféb karaktere) meghatarozé modon befolydsolja az oldatbeli
térszerkezetet: alifds, aromas oldallancd aminosavak jelenléte a terminalison
rendezett konformaciot eredményez, mig az amfoter Glu azonos pozicidban
rendezetlen térszerkezetet hoz létre - azonos korllmények kozott. Dr. Gaal
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Hudecz Ferenc

Dezsd (Orszagos Onkoldgiai Intézet) vizsgalataival 6sszefliggéseket irtunk le az
immunmoduldld hatds és a szerkezet kézott, mig Dr. Rajnavélgyi Evaval (ELTE
Immunoldgia Tanszék) kezdeményezett egylttm(ikodés bizonyitotta, hogy a
lancvégi aminosavak konfiguracidja jelent0sen befolydsolja a polipeptidek
immunvalaszt kivaltd képességét. E kisérletek, a kdzds munka tébb évtizedes
eredményes kodzos kutatdmunkat alapoztak meg és megtanitottak arra, hogy
komplex problémak vizsgalata - amely ,team”-ben lehet sikeres - soran
mennyire fontos a ,mas” szakmai hatter(i kutatdé megkozelitésének,
gondolatrendszerének a megértése. A kémikust a vegyllet eldallitdsa, a
szerkezet leirdasa, a kémiai reaktivitds és a szerkezet Osszefliggése érdekli
elsOsorban. A bioldgus, orvosbioldgus a bioldgiai funkcid, a jelenség, a sejten
vagy szervezeten belili viselkedés megértésére torekszik. Az elagazd lancu
polipeptidek szintézise és kémiai/bioldgiai viselkedése terén elért eredményeket

az 1985-ben benyujtott kandidatusi disszertacio foglalta 6ssze.

Fontos megjegyezni, hogy a késObbiekben boviild polipeptidcsalad, valamint a
funkcionalis tanulmanyok soran bizonyitast nyert, hogy az oldallancvégi
aminosav hidrofobicitdsa és a molekula toltésviszonyai meghatarozéak a
polipeptid foszfolipid modellmembranon kifejtett aktivitasaban,
citotoxicitdsaban. In vivo kisérletek bizonyitottdk a toltés kiemelt szerepét a
keringésben toltétt idore, illetve biodisztribldcidra, tumorban vald feldlsuldsra

vonatkozoan.

1983-ban lehet6ségem nyilt csatlakozni Stanley A. Plotkin professzor
csoportjahoz az els6 (1892) fliggetlen amerikai biomecinalis kutatdintézetben
(Wistar Institute, Philadelphia), amely C. Wistar orvos (1761-1820), egyetemi
tanar (University of Pennsylvania), az els6 amerikai anatdmia tankdnyv szerzdje
nevét viseli, https://www.wistar.org/. Itt ismerkedtem meg azokkal a
kérdésekkel, amelyek kapcsolatot keresnek a fehérjék, glikoproteinek
immunvalaszt kivalté képessége, specifikus immunfelismerése (ellenanyag-

illetve T-sejt receptor-kotdédés) és a kémiai szerkezet kozott. E jelenségek
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Hudecz Ferenc

molekularis szint(i értelmezése e poszt-doktori, vendégkutatdi tanulmanyut
soran kerilt érdeklddésem el6terébe - s ehhez az egyetemi évek alatt Gergely

professzor ELTE el6adasai biztos alapot nyujtottak.

Az 1980-as évek elején széleskorl kutatasok indultak meg annak tisztdzasara,
hogy az immunvalaszért felelds fehérjéken belil mely szakaszok jatszhatnak
meghatarozd szerepet a specifikus immunvalasz kivaltasaban. Az Intézetben
feladatom el6sz6r az immunvalaszért felelés human citomegalovirus fehérjék
azonositasa, izolalasa és az aminosav sorrend megismerése volt. Megtanultam
szamos Uj technikat (pl. ELISA, dot-blot, immunprecipitacid), majd be-
kapcsolédtam a herpesz szimplex virus (HSV) D glikoprotein antigén-
szerkezetének feltérképezésébe, jartassagot szereztem B- és T-sejt epitdopok
(antigéndeterminansok) predikcidja, kisérleti azonositdsa és kémiai szintézise
terén. A kutatas soran az ,atfed6” és/vagy ,csokkend hosszisagu” peptid-
stratégia egylttes alkalmazasaval hozzajarultunk a D burokfehérje

antigénszerkezetének meghatarozasahoz.

A Wistar Intézetben folytatott kutatdmunkdnak koszonhetben eljutottam a
philadelphiai Magyar Klub egyik rendezvényére, ahol a Nobel-dijas Wigner Jend
tartott el6adast palyafutasardl, szakmai fejlédésérdl. Az el6add szerénysége, az
el6adas kozvetlen stilusa lehetové tette, hogy egy személyes beszélgetés utan
megkérjem Wigner Jendt az elhangzottak leirdsara. A kézirat par héten belil
megérkezett. A kozlés lehet6ségét Wigner Jend 100. sziletésnapja alkalmabdl
felajdnlottam a Magyar Tudomany szamara. A kéziratot és annak leiratat a
folyodirat 2002. novemberi szdma, illetve annak melléklete hasonmas kiadasban
kdzolte http://epa.oszk.hu/00700/00775/00048/wigner.html.

E tanulmanyutnak masik érdekessége, tanulsaga is volt. Feleségem és a két fiu,
Gergl (1981) és Andris (1983) 1984. januarban csatlakoztak hozzam. 8 hénap
alatt megtapasztaltak az amerikai életformat tébb vonatkozasban is, voltak az

Empire State Building tetején New Yorkban, sétaltak a Metropolitan |épcsGin és
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Hudecz Ferenc

Princetonban. Gerg6 az egyetem (University of Pennsylvania) boélcs6déjében
észlelte, hogy az angol nyelv ismerete nem alapvet6 a kapcsolatteremtésben, a
gesztusok, a testbeszéd alapot adhat arra, hogy komfortosan érezze magat a
gyerek egy idegen orszagban, baratai legyenek. (A két fiu késObb a
nyelvtanulasban versenyeztek, kettejiknek nyolc nyelvbdl nemcsak vizsgajuk
van.) Szlleik pedig megtanultak, hogy egy hasmenéses fert6zés nem csupan
meggyodgyitandd, hanem az egyetem kutatoit inspiralé kérilmény, amely egy Uj

virus tudomanyos leirasat, kozlését teszi lehetévé az izolalast kdvetben.

Hazatérésink utan, tovabbra is az ELTE-MTA Peptidkémiai Kutatdocsoport
munkatarsaként megvédtem kandidatusi disszertacidmat (1986), majd a
tanuléévek folytatasaként R. W. Baldwin professzor meghivasara a Nottinghami
Egyetem Rakkutaté Laboratériumaban (CRC Laboratories, University of
Nottingham) dolgoztam 1988 6szét6l. Monoklonalis ellenanyag - tumorellenes
szer (daunomicin, methotrexat), valamint elagazé lancud polipeptid
konjugatumok szintézisével, funkcionalis jellemzésével foglalkoztam (1988/89,
majd tobbszor 1990 és 1995 kozott). Els6 eredményeink abban az 1990-ben
indulé American Chemical Society (ACS) folydiratban (Bioconjugate Chemistry)
jelentek meg, amelynek tarsszerkeszGje lehettem késdbb (2007-2014 kdzott),
az alapité foszerkesztd, C. F. Meares (University of California, Davis) felkérésére.
A ,célbajuttatasi” kutatas mellett a nottinghami tanulmanyutak soran egy masik
projekt keretében Dr. M.R. Price biokémikussal a mucin glikoproteinek (MUC1)
antigénszerkezete felderitésén dolgoztunk, kilénds tekintettel arra, hogy e
fehérjék hibas/csokkent mértékd glikozilez6dése jellemz6 a tumorsejtek
felszinén megjelend strukturakra, amelyek a beteg szervezetben specifikus
ellenanyag termelddést valtanak ki. Bebizonyitottuk, hogy az epitépként
azonositott - szénhidrat oldallancot nem tartalmazé - peptidszakaszok
alkalmasak tumorellenes immunvalasz kivaltasara, valamint tumorspecifikus
ellenanyagok kimutatdsara vérmintabdl, sét polipeptiddel/albuminnal konjugalt

formaban a kotodés kifejezettebb.
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A csalad Nottinghamben is velem volt. A gyerekek mar nagyobbak és az
egyetemhez (lakdsunkhoz) kozeli Dunkirk Primary School iskolaba jartak
(http://www.dunkirkprimary.com/), ahol megtapasztaltdk a kulturadlis
sokszinlséget, a kreativ, értelmes és egylttm(ikodd légkort, baratokat és
onbizalmat szereztek. Feleségem megismerhette a patch-clamp moddszert és a
Yorkshire puding elkészitésének titkat. (A szakirodalmat kovetve kiderilt, hogy
2008-ban ,The Royal Society of Chemistry” allasfoglalast ko6zolt
(http://www.rsc.org/aboutus/news/pressreleases/2008/perfectyorkshire.asp) E
szerint: ,a Yorkshire pudding isn't a Yorkshire pudding if it is less than four

inches tall” - a hirt a BBC is atvette.

A tanulé/vandorévek lezarasanak a Kumamotdéi Egyetemen, H. Maeda
professzor laboratériumaban végzett kutatasok tekinthet6k (1991-92). E japan
kutatocsoport irta le eldszor az ,enhanced permeability and retention” (EPR)
effektust, amely arra utal, hogy ,solid” tumor szdvetekben nagy
molekulatémeg( vegylletek (pl. moddositott fehérjék, polimerek) és
tumorellenes szert (pl. neokarcinosztatin) tartalmazé konjugatumaik
feldusulhatnak, ami Uj terapias lehet6séget vet fel. Egy harom hdnapos
meghivas soran kutatdsokat végeztem az altalunk el6allitott, nagy
molekulatomegl eldgazd polipeptidekkel, megvizsalva a kémiai szerkezet és a
jelzett vegylletek biodisztribluciéja, tumorbeli felhalmozddasa kozott, s e

kutatasok folytatodtak a kdovetkez6 években is.

Hazatérésem utan az eredményeket MTA doktori disszertaciéban , Protein, illetve
polipeptid tartalmu biokonjugatumok: Tervezés és szintézis szerkezet-hatas
Osszefliggések alapjan” cimmel foglaltam 6ssze és védtem meg. Elmondhatd,
hogy az 1990-es évekre kialakult az a két kutatasi irany, amelyek
meghatdaroztak a kovetkez6 évtizedeket: a) fehérjék antigénszerkezetének
feltérképezése, epitdpok azonositdsa klasszikus és kombinatorikus kémiai
modszerekkel, ,szuper”-antigének kutatdsa szintetikus vakcindk és

diagnosztikumok eldallitdsa céljabol, b) tumorellenes és antimikrobialis
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kemoterapias hatasu vegyiletek, epitdp és enziminhibitor peptidek specifikus

célsejtbe juttatasa oligo/polipeptid/fehérje biokonjugatumaik segitségével.

1993-t6l az MTA kémiai tudomanyok doktora és az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatécsoport tudomanyos tanacsaddjaként, 1997 és 2001 kozott Széchenyi
Professzori Oszténdijasként dolgoztam. 1996-ban habilitdltam és egyetemi
magantanari cimet kaptam az ELTE-n. 1999-t6l - az akkor beevezett palyazati
rendszerben, sikeres palyazat alapjan - a kutatécsoport vezet6éje lettem. 2003
ota rendes egyetemi tanarként, el6bb oktatasi és tudomanyos rektorhelyettes
(2003-2006), az egyetem rektoraként (2006-2010), majd a Szerves Kémia
Tanszék vezetOjeként (2010-2016) és az Eo6tvos Collegium bioldgia-kémia
m(ihely vezetGjeként (2010-2016) mdkddtem. A rektori periddus

dokumetumaibdl ad izelitét egy valogatas.

Kozben fiaink befejezték a Gimnaziumot (ELTE Trefort Agoston Gyakorld
Gimnazium), ahol remek tanaroktdl nemcsak ismereteket, de nyitott,
értékorientalt megkozelitési modot, kritikai készséget, a teljesitmény
elismerését és a minGség tiszteletét tanultak meg. Felvételiztek sikerrel az ELTE
Bolcsészkarra (Andris), illetve a Budapesti Corvinus Egyetemre (Gergd, majd
Andris is), diplomat szereztek (kettot is: Gerg6 kdzgazdasz [2004], majd Ph.D.,
[2009], Andris egyiptologus [2006], majd kdzgazdasz [2008]).

A kovetkezOkben érdekesebb tudomanyos eredményeket mutatom be -

vazlatosan.

1. Epitop peptidek, szintetikus immunogének, antigének kutatasa

Az elmult kozel két és fél évtizedben a fentiekben jelzett predikcids stratégia és
kisérletes megkozelitések segitségével epitop fehérjeszakaszokat
azonositottunk (lasd 1.1. fejezet), tanulmanyoztuk milyen szerkezeti/kémiai

feltételei lehetnek az epitdop funkcid kialakuldsanak (pl. poszt-transzlacids
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atalakulasok) (lasd 1.2. fejezet). Masrészt elGallitottunk oligopeptid epitopokat,
szarmazékokat és konjugatumokat annak tanulmanyozasara, hogy a kémiai
szerkezet megvaltoztatasaval milyen torvényszer(iségek mentén javithatd az
ellenanyag-kotédés, MHC-, illetve T-sejt receptor kotédés, illetve

immunogenitas (lasd 1.3. fejezet).

1.1. Epitopok azonositasa

A fehérjeepitopok azonositasa az elmult évtizedek soran hozzajarult a korabban
emlitett HSV D burokfehérje, és a MUC1 glikoprotein antigénszerkezetének
megismeréséhez, de lehet6vé tette tovabbi linedris és folytonos topografias
B-sejt (ellenanyag) epitdpok, valamint T-sejt epitdpok lokalizalast, jellemzését,

amint ezt az alabbi két példa demonstralja.

Dr. M.R. Price professzorral kozos vizsgalatainkban meghataroztuk a

vastagbéltumorok esetében kimutatott MUC2 glikoprotein egyik linearis B-seijt

........

professzor altal kifejlesztett keveréses-osztasos kombinatorikus kémiai

modszerrel, a glikoprotein TXTXT motivumot tartalmazé szakaszai kozil

kivalasztottuk a magepitopot (2'TQTPT?5) és értelmeztik a fehérjegerinc

heteroklitikus ellenanyag kétddését.

A M. tuberculosis baktérium 16kD és 38kD protein antigénszerkezetek
tanulmanyozasa soran - egyuttmdikodésben J. Ivanyi (MRC, London) és F. Dieli
(University of Palermo) professzorokkal predikcidos moddszerekkel és atlapold,
majd szubsztitualt peptidekkel bizonyitottuk T-sejt epitopok jelenlétét,
meghataroztuk a magepitépot és az MHC koétodésben kiemelt szerepet jatszd

aminosavakat.

1.2. A poszt-transzlacios modosulas hatasa az ellenanyag felismerésre
A kovetkezd két példa segitségével azt vizsgaltuk, miért viselkednek a fehérjék

bizonyos szakaszai epitopként, azaz milyen szerkezeti tényezb6kre vezethetd
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vissza az immunfelismerésért felel6s molekula részlet megjelenése. Linearis
B-sejt epitdopok azonositdsa soran korabban tisztaztak, hogy a poszt-transzlaciés
modositas (pl. glikozilezés, citrullinacié) kiemelt szerepet jatszhat egyes
fehérjék immunogenitdsaban. A tumoros megbetegedéssel 0Osszefliggésbe
hozhatdé mucin glikoproteinek, illetve az autoimmun betegségekben
autoantigénként szerepet jatszé fehérjék (pl. filaggrin, fibrin) a poszt-
transzlacios modosulas el6tt nem viselkednek ,idegen” fehérjeként, mig azt
kovetéen immunreakciot valtanak ki. Ismeretes, hogy az érintett mucin
glikoproteinek egészséges szOvetben jelentés mértékben glikozilezettek, mig
rosszindulati megbetegedésekben - nemcsak tultermelédnek, de — a tumoros
szovetbdl izolalt fehérje alig tartalmaz szénhidrat oldallancokat. A fehérjegerinc
igy hozzaférhetévé valik az immunrendszer szamara és mint ,testidegen

antigén” fehérje immunvalaszt indukalhat.

Annak tisztazdsara, hogy a glikozilezés milyen szerepet jatszhat a MUC2

glikoprotein immunfelismerésében, eldallitottunk olyan glikoheptapeptideket,

amelyekben a 1PTPTGTQ2? peptid egy, kettd, vagy mindharom Thr
oldalldncahoz monoszacharid egység kapcsolédik. Kimutattuk, hogy akar

egyetlen D-glikdz jelenléte jelentdsen meghatarozhatja a fehérjeszakasz

ellenanyag-kotodését. A T2! oldallancahoz kapcsolt D-gliikéz példaul teljesen
megakadalyozza az ellenanyag - epitép kotddést. Egy masik megfigyelés arra
hivta fel a figyelmet, hogy a rheumatoid arthritis (RA) autoimmun kérképben az
arginin (Arg) helyett citrullint (Cit) tartalmazo fehérjék fontos szerepet jatszanak
a betegség kialakuldsaban. Igazoltak, hogy a peptidil-arginin-deiminaz enzimek
katalizaljak az Arg/Cit atalakulast, amely bizonyos fehérjékben (pl. fibrin,
filaggrin) megvaltoztatja a toltésviszonyokat. Ennek hatdsara mddosul a
térszerkezet, Uj fehérjeszakaszok, Uj, immunvalaszt kivaltdé epitdpok

jelenhetnek meg, ami (autoimmun) ellenanyagok bioszintéziséhez vezet.

Egylttm(kodésben Sarmay Gabriella professzorasszonnyal és munkatarsaival

7 s

(ELTE Immunoldégia  Tanszék) a filaggrin egyik  epitéprégidjat
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(396SHQESTXGXSXRSGRSGS324) (X = Cit) vizsgalva megallapitottuk, hogy az
autoimmun valasz kivaltasaban dont6 szerepe van az Arg/Cit atalakulasban
résztvevd aminosavak szamanak és egymashoz viszonyitott elhelyezkedésének.
Ezen epitoprégion belil - az egészséges és RA betegségben szenvedd személyek

szérummintdinak 06sszehasonlitdsaval - lokalizaltuk azt a legkisebb

peptidszakaszt (31!'TXGRS315), amely ellenanyag (B-sejt) epitépként viselkedik

és alkalmas lehet a betegség korai és specifikus kimutatasara is.

Egy masik, az RA kialakuldsban fontos szerepet jatszd, esetenként arginin
helyett citrullint (X) tartalmazé fibrin fehérje (a- és B-lanc) antigénszerkezetét
tanulmanyozva Dr. Guy Serre professzorral és munkatarsaival (CNRS, Université
Toulouse 3) folytatott kdzos kutatasaink soran harom immundominans fehérje

epitoprégidt azonositottunk. A fibrin a- és B-lancabdl szarmazoé Arg/Cit tartalmu

34GPRVVXHQSACKDS48 (a36-50) és 60RPAPPPISSGGYXAX74 (B60-74) peptidek
szérum ellenanyagkotésének dsszehasonlitd tanulmanyozasa alapjan jelentds
kilénbséget lehetett tapasztalni az egészségesek és betegek mintai kozott. E
tanulmanyok, valamint az epitép orientacié - kotodés elemzés alapjan (lasd
kés6bb) valasztottuk ki azt az ellenanyag (B-sejt) epitop peptidet
(°°RPAPPPISSGGYXAX’4,  B60-74), amelyet ,célbajuttaté” egységként

hasznaltunk egy haromkomponens( biokonjugatum tervezésénél, szintézisénél.

1.3. Epitopok szerkezetének modositasa: miként befolyasolhaté az
immunfelismerés hatékonysaga?

A fehérjeepitopok felhasznalasaval olyan kémiai struktirakat (peptidek, peptid-
konjugatumok) lehet l|étrehozni, amelyek - szerkezetiktdl fliggéen -
mesterséges (cél)antigénként ellenanyag, illetve T-sejt valasz kimutatasara,
ezaltal egyes betegségek (példaul HSV fertdzés, tumor, autoimmun betegségek)
korai diagnosztikdjara és/vagy a kezelés hatékonysaganak monitorozasara

lehetnek alkalmasak. Mas konstrukcidk hatékony védelmet alakithatnak ki
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példaul bizonyos tumoros megbetegedések, virus-, baktérium vagy

parazitafert6zéssel szemben, vakcinaként mikodhetnek.

Kutatdsaink soran arra kerestlik a valaszt, hogy szisztematikusan moddositott
szerkezetl epitop peptidekkel (pl. gylribe zart, a lebegd szakaszokkal
atalakitott, = D-aminosavval szubsztitualt) vagy konjugatumok révén
sokszorozott szarmazékokkal, miként befolyasolhaté az immunfelismerés
hatékonysaga (ellenanyag-koétédés, MHC- illetve T-sejt receptor kotédés, illetve
immunvalasz), illetve milyen lehet6ségek nyilnak mas, relevans bioldgia
tulajdonsagok (pl. védelem a gyors enzimatikus lebomlas ellen) kialakitdsara. A
lehetséges stratégiakat és az elért eredményekbdl nyujt valogatast az alabbi

osszefoglalas.

A HSV D glikoprotein (gD-1) N-terminalis szakaszan lokalizalt B-sejt epitép
szakasz (°LKMADPNRFRGKDL??) béta-kanyar masodlagos szerkezetet vesz fel

receptor kotédése soran. A kétféle altalunk tervezett és szintetizalt ciklusba
zart valtozat azonban, a linearis peptidhez képest, harom nagysagrenddel
csokkent ellenanyagkotédést mutatott. Ugyanakkor ciklusos szerkezet
kedvez6en befolydsolja az epitdp peptid enzimatikus lebomldsat lizoszoma

preparatumban. Az ugyancsak a HSV gD-1 fehérjén azonositott epitdpot

tartalmazo peptid (278LLEDPVGTVA?287) ciklusos szarmazékai a ciklust létrehozé
kovalens kotéstdl fliggéen joval nagyobb stabilitast mutattak, mint a linearis

valtozat: tioéter > amid > diszulfid kotés.

Az epitop peptidek szerkezetét az epitop sajatsagért (specifikus kotodés) felelOs
epitop ,mag” N- és C-termindlisan elhelyezkedoé ,lebeg6” régiok
kicserélésével szintén at lehet alakitani. Ezzel a ,mag” szakasz ellenanyag
kotddése B-sejt epitop esetében vagy MHC-, illetve T-sejt receptor kétddése a
T-sejt epitdp esetében megvaltoztathatd. Kisérleteink bizonyitottak, hogy a
.lebegd szakaszok” kialakithatéak uUgy, hogy az optimalis kotddés megtartasa
mellett a peptid enzim-rezisztens legyen szérumban és lizoszomalis enzimekkel
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szemben is. Kimutattuk, hogy a MUC2 glikoprotein egyik B-sejt epitdp peptidben
(TPTPTGTQTPT) a ,magot” (PTGTQ) korilvevé L-aminosavak egy részét D-
izomerre cseréljuk (tpTPTGTQtpt, ahol a kisbetli a D-izomer), akkor e peptid

megtartotta teljes ellenanyag kétédését és nem bomlik le testfolyadékokban.

Medfigyeltlik, hogy a linearis B-sejt epitdp peptidek, illetve a T-sejt epitop
peptidek sokszorozasa eldnydsen befolyasolhatja az ellenanyag, illetve T-sejt
felismerést. A HSV gD-1 fehérje epitopot tartalmazé °LKMADPNRFRGKDL22
peptid és makromolekularis hordozéhoz kapcsolt szarmazékai - a hordozod
szerkezetétdl fliggéen, azonos szubsztitucié fok mellett - az ellenanyag kotddés
mértékét javitottdk (pl. szekvencidlis oligopeptid vagy eldgazé lancu Leu
tartalmu polipeptid alkalmazasakor) vagy akar két nagysagrenddel csokkent (pl.

KLH fehérje hordozé esetén).

Kimutattuk a specifikus immunvalasz hatékonysaga fligg attél, hogy az el6zetes
immunizaldshoz szabad vagy konjugalt epitdp peptidet, illetve milyen

szerkezetl polipeptidet valasztottunk.

Haldlos dozisu HSV virussal fertozott egerek tulélése jelentdsen noétt attol
figgben, hogy a konjugaldashoz milyen hordozét hasznaltunk. A HSV gD-1 B sejt
epitop konjugatum immunvalaszat egerekben a hordozé polipeptid szerkezete
jelent6s mértékben meghatarozta. A vakcinacié ez esetben az allatok 50 %-at

megmentette a pusztulastol.

A M. tuberculosis fert6zés/érintettség kimutatasara a baktérium 38 kDa, illetve
16 kDa fehérje tobb T-sejt epitdp régidt tartalmaz. Ha az altalunk
tanulmanyozott szakaszoknak megfeleld epitop peptideket (rendre
350DQVHFQPLPPAVVKLSDALI3®?, illetve 91SEFAYGSFVRTVSLPVGADE!19) elagazé
lancu polipeptiddel vagy ugyanazzal az eldgazd polipeptiddel konjugaljuk és
PPD+ személyek limfocitainak T-sejt valaszat tanulmanyozzuk, azt vehetjik

észre, hogy a ,szabad” peptiddel szemben az egyféle vagy még inkabb a kétféle
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epitopot tartalmazd konjugatum jelentds specifikus immunvalaszt valt ki és

ezaltal jelzi az érintettséget.

Egy masik kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy miként befolyasolja a kapcsolt
epitdop peptid orientacidja (N-C vagy C-N) az ellenanyagkotédést. Ennek
érdekében olyan biokonjugatum-sorozatokat szintetizaltunk, amelyben a
filaggrinbol szarmazé (hosszabb) epitéprégid peptid
(396SHQESTXGXSXRSGRSGS324)  vagy egy (rovidebb) epitép peptid
(311TXGRS315) N- vagy C-terminalisdhoz biotint kapcsoltunk.

A konjugatum avidinko6t6dési tulajdonsaganak megorzését az biztositotta, hogy
a biotin és az epitdp peptid kozoétt 6-aminohexansav ,tavolsag-tartd” részlet
kerllt beiktatasra. A négy vegylletet dsszehasonlitva megallapitottuk, hogy a

hosszabb epitoprégio peptidet tartalmazo két konjugatum

(308SHQESTXGXSXRSGRSGS324K-biotin és biotin-306SHQESTXGXSXRSGRSGS324)
egyarant kotoédott az RA betegekbll szarmazd szérum ellenanyagokhoz.
Ugyanakkor a rovid epitdép peptid tartalmiu biokonjugatumok kozott jelent6s

kilénbség volt észlelhetd: a biotint az N-termindlison tartalmazoé (biotin-
311TXGRS315) peptidet nem ismerte fel az ellenanyagminta, mig a C-termindlisra

beépitett biotin (311TXGRS315-biotin) nem zavarta az ellenanyagkotédést.

E kisérleti eredmények felhivjdk a figyelmet arra, hogy az epitdp orientacidja
(N-C vagy C-N) meghatarozé lehet a sokszorozas (pl. hordozd polipeptidhez
vagy szilard felszinhez, ELISA lemezhez tértén6 kovalens koétéskor) soran az
ellenanyag kotodésében, s ez hatékony immundiagnosztikumok kialakitdsanal

dontd szempont lehet.

A fenti példak jelzik, hogy a peptid epitdpok szerkezetének mddositasaval (pl.
gylriibe zaras, a lebeg6 szakaszok atalakitdsa, sokszorozas) novelni lehet az

immunfelismerés hatékonysagat, valamint az immunvalasz kivaltd képességet.
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A megfelel6en kialakitott szarmazékok alkalmassa tehetik e peptideket, peptid-
konjugatumokat tumoros (eml6, vastagbél karcinoma), fert6z6 (HSV, M.
tuberculosis), valamint autoimmun (RA, Crohn szindréma) betegségek korai
kimutatasara, a kezelés eredményességének monitorozasara és esetenként
vakcinacioval torténd megel6zésére. Kutatasaink az ,érdeklédés-vezérelt”
alapkutatasok csoportjaba tartoznak. Adataink azonban - reményeink szerint is
- hozzajarulhatnak a korszer(i diagnosztika és/vagy terdpia eszkoztaranak

bovitéséhez.

2. Célbajuttatas fehérje- vagy peptid-biokonjugatumokkal

Az elmult idoszakban a kutatas masik irdnya azt vizsgalja, milyen feltételek
teljestilése sziikséges ahhoz, hogy egy hatdéanyag (pl. gyodgyszer, enzim
inhibitor) vagy jelzémolekula (pl. fluorofér) az érintett (cél)sejtbe jusson ugy,
hogy egyidejlileg ne veszélyeztesse az egészséges sejteket. A
molekulaszerkezet és a ,célbajuttatd” sajatsag kdzotti osszefliggések feltarasa
soran egyfeldl figyelembe kell venni a célsejt (pl. tumorsejt vagy fert6zott sejt)
és az egészséges sejtek kdzotti szerkezeti, miikodésbeli kiilonbségeket. Masfeldl
olyan Uj molekuldkat biokonjugatumokat kell tervezni, szintetizalni, amelyek
jellemzOen a célsejteken fejtik ki hatasukat. Ezek - egyszer(i esetben - két
alkotérészbdl allnak: az egyik komponens példaul olyan fehérje, elagazé lancu
polimer polipeptid vagy oligopeptid, amely képes kotédni és bejutni a
.Célsejtbe”. A masik alkotérész a sejt elpusztitasara/jelzésére - kis
mennyiségben is - képes vegyllet. A kutatds célja e két alkotdrész
».azonositdsa” és annak kikisérletezése, hogy a konjugalas soran mely
molekularészt lehet a masikhoz Ugy kapcsolni, hogy egyik partner se veszitse el

funkcidjat.

Az eredeti tudomanyos kozleményeket k6zl6, 1990-be indulé ACS Bioconjugate
Chemistry folydirat megjelenése integralta a sokféle tudomanyteriletrol

szarmazé eredményeket, amikor definidlta a biokonjugatum fogalmat

BIOKEMIA
XLI. évfolyam 2. szam 2017. junius

20



Hudecz Ferenc

(http://pubs.acs.org/journal/bcches) és lehetdséget adott olyan
szintézismddszerek, kémiai/bioldgiai analitikai eljarasok kozlésére. A
biokonjugatum olyan vegyilet, amely két- vagy tobb partner molekulat kovalens
kotéssel kapcsol 0ssze ugy, hogy a komponensek a kotés létrehozasa utan is
megorzik eredeti funkciondlis sajatsagaikat, amelyek motivaltak a kovalens
kapcsolatot. Ilyen tulajdonsagok lehetnek: a ,riporter” sajatsag (pl.
kromofor/fluorofér jelleg, radioaktivitas), a kotodési/felismerési képesség (pl.
enzim-szubsztrat, hormon-receptor, ellenanyag-antigén) vagy az in vitro/in vivo
kifejtett ,biolégiai” hatas (pl. citosztatikus/citotoxikus hatds, sejtbejutasi
képesség, vagy a specifikus immunvalaszt kivaltd képesség, farmakokinetikai

sajatsag).

A kémikus szamara e kovetelmény teljesitése komplex feladatot jelent. Egyrészt
azonositania kell a partner vegyilleteknek azon részeit (funkciés csoportokat,
régidkat), amelyek részt tudnak venni a konjugalasi folyamatban, azaz nem
felelések a megbrzendd - funkcionalis tulajdonsagért. Masrészt, olyan kémiai
kotést kell kiépiteni a partnerek kozott, amely kelléen stabil és nem befolyasolja
a partnerek jellemz6, a funkciondlis sajatsagokért felel6s szerkezeti elemeit. A
kisérletez6 a lehetséges reakcidokorilmények (pl. hémérséklet, fény, olddszer,
sav/bazis érzékenység) altal meghatarozott ,kémiai teret” (chemical space)
jelentds mértékben csdékkenteni kényszeriil. Ugyelnie kell arra is, hogy a

célvegyllet tisztitasa soran ,enyhe” kérilményeket hasznaljon.

A fentiekb6l érzékelhet6, hogy a biokonjugatumok tervezése, szintézise,
jellemzése multidiszciplinaris megkozelitést kévetel meg, amelyben a szerves
kémiai kompetencia jelentésen kiegésziil. A biokonjugatumok kutatasat
jelentdsen motivalja a széleskorld alkalmazas is: az alaptudomanyokban, az
életjelenségek sejtszintl vizsgalatatdél a gyogyszerkutatasig, a korszer(
molekuldris diagnosztikatdél a teljes test képalkoté technikak fejlesztéséig. A

kovetkez6kben néhany példan, a peptid-biokonjugatumok, illetve komponenseik
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kutatasa soran feltart Uj torvényszerliségeket, eredményeket mutatom be - a

teljesség igénye nélkdl.

Hatdanyagok ,célsejtbe juttatasanak” koncepcidjat Paul Ehrlich fogalmazta meg
(Nobel-dij, 1908) (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/

medicine/laureates/1908/ehrlich-bio.html). A kifejezést (,Zauberkugeln”,
»magikus golyé”) Carl Maria von Weber ,A blivés vadasz”,, Der Freischitz”) cimd
operajabol kolcsondzte. Napjainkra az elv a gydgyszerkutatas egyik stratégiai
fontossagu iranyava valt. Amennyiben a kivalasztott vegyilet csak a ,beteg”
sejtbe jut, csokkenhetnek a mellékhatdsok, kisebb lehet a terapias dézis,

javulhat a terapias hatékonysag.

A hordozdk, amelyekhez kovalens kotéssel kapcsoldodik hatdanyag és/vagy
riporter molekula két csoportba oszthatdk: az egyik tipus (pl. monoklonalis
ellenanyag, hormon, epitép) rendelkezik a célsejtet felismerd szerkezettel (pl.
receptor, akceptor, enzim) és képes specifikusan kétddni. A masik csoportba
tartoznak azok a vegylletek, amelyek nem rendelkeznek sejtfelismerd
szerkezeti egységgel (vagy az még nem ismert), de sejtbe torténd felvétellk -
valamilyen oknal fogva - egyes sejttipusok részérdl kedvezményezett, s igy a
hozzajuk kapcsolt molekula (,cargo”) e sejtekben nagyobb koncentraciéban

lehet jelen.

Kutatdsaink (szintézis, szerkezeti/funkcionalis jellemzés) parhuzamosan
folytak/folynak polipeptid (elagazé lancu és szekvencidlis polipeptidek), illetve
oligopeptid (pl. sejtpenetrald peptidek, MHC ligandum/T-sejt epitdp)
hordozdékkal. A kialakitott biokonjugatumok kdzos sajatsaga, hogy a ,cargo”
jellemz6en tumorellenes (pl. antraciklin, fdlsav-antagonista, hormon-
antagonista, vinka alkaloid, ferrocén szarmazék) vagy antimikrobialis (pl.
izoniazid, metotrexat) hatasu kemoterapias szer, illetve riporter molekula

(fluoreszcein, oxazolon szarmazék, kelator) sajatsagu vegylilet.
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2.1. Makromolekularis, polipeptid tartalma biokonjugatumok

Az elagazo lancu polimer polipeptid hordozék csoportjaban az egyes vegyiletek
egymastél meghatdrozott tulajdonsagokban (pl. toltés, oldatbeli térszerkezet)
eltérnek. Ez a szisztematikusan megvalasztott molekuldkbdl allé csoport
lehet6séget adott annak tanulmanyozasara, hogy a hordozé hogyan befolyasolja
a hozza kovalensen kapcsolt ,cargo” tulajdonsagait? A molekulaszerkezet (a
hordozé felépitése, a kotéstipus a hordozé és ,cargo” molekularész kozott) és a
bioldgiai hatasa kozotti 6sszefliggések feltarasa lényegét tekintve a ,felfedezd
kutatds” igazi célja és orome. Az Osszefliggések alapjan el6allitott, a korabbi
torekvéseknél hatékonyabbnak mutatkozé vegylletek, pl. a tumorellenes szert
(Dau), vagy a Leishmania donovani parazitafertézés elleni szert (MTX)
tartalmaz6 konjugatumok U(j irdnyokat jeldlhetnek ki, vagy létez6 iranyokat

erGsithetnek meg a gydgyszerkutatas ezen terlletein.

Az amfoter sajatsagu, oldalldnc végeken Glu aminosavat tartalmazé eldgazé
lancu polipeptiddel konjugalt daunomicin (cAD-EAK) L1210 leukémiaban
szenvedd egereken végzett allatkisérletekben teljes tulélést eredményezett. A
kezeletlen vagy csak daunomicinnel (Dau), illetve a polipeptid és Dau
keverékével kezelt allatok 10-24 napon belll elpusztultak. Ezzel szemben, az
azonos doézisu kezelés, amelyet az oldallanc végeken Ser aminosavat
tartalmazo, polikationos polipeptidhez - azonos kotéssel - kapcsolt
daunomicinnel (cAD-SAK) végeztiink, nem eredményezett tulélést, az allatok 24
napon belil elhaltak. E megfigyelés vildagosan dokumentalja a hordozé molekula

komplex szerepét a Dau tumorellenes hatasara nézve.

A hatas kllonbség elemzésére iranyuld kutatasok eredményei arra utaltak, hogy
a kétféle konjugatumbdl (cAD-EAK vs. cAD-SAK) - azonos kortilmények kozott
- lényegében azonos kinetika szerint szabadul fel a hatasért felel6s Dau és
hasonléd mértékd a kilonb6zd sejtvonalakon tapasztalt in vitro citoxikus hatas
is. Jelentds kllonbséget lehetett észlelni ugyanakkor a sejtfelvétel mértékében

sejtkulturakban in vitro, illetve a biodisztribucid jellemzdiben j.v. kezelés utan
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(véraramban eltoltott id6, szOveti megoszlas). Ezek az egybeesések és
kilénboz6ségek megegyeznek a polipeptid hordozdk esetében leirtakkal, azaz a

konjugatumok sajatsagaira a hordozd molekularész markans hatassal van.

A Leishmania donovani parazitafert6zés elleni szert (metotrexat, MTX), valamint
eldagazd lancu, polikationos sajatsagu polipeptid makromolekulat tartalmazo
konjugatumok hatasanak 0&sszehasonlitd vizsgalata szerint a polikationos
polipeptidek oldallancanak felépitése fontos szerepet jatszik az fert6zés ellenes
hatas létrejottében. A kezeletlen, a szabad vagy polipeptid + MTX keverékkel
kezelt allatokhoz képest, az MTX - ALK konjugatum, amelyben a Leu aminosav
a polilizin gerinchez kozel helyezkedik el, a parazitaszam dramai csokkenését

eredményezte in vitro és in vivo.

Az in vivo Kkisérletek jelent6s kilonbségeket mutattak a konjugatumok
(tumorellenes, illetve L. donovani ferté6zés ellenes) hatdsaban. Ujabb
kisérleteink arra utalnak, hogy a szabad hatdanyag vagy az elagazé lancu
polipeptiddel konjugalt szarmazék felvétele a sejtek (pl. szenzitiv, illetve
rezisztens tumorsejtek, makrofagok) részérdl egymastdl eltér6 mechanizmus
szerint valosul meg. A szintetikus polipeptid konjugatumok folyadék fazisu
endocitozissal jutnak a sejtbe. Kimutattuk azt is, hogy e konjugatum csalad
esetében - a hordozo6 szerkezete altal meghatarozott mértékben - az A tipusu

scavenger receptor is részt vesz a folyamatban.

2.1. Oligopeptid biokonjugatumok

A sejtpenetrald peptidek leirdsat kovetden, az irodalom attekintése utan,
felmerilt a kérdés: vajon milyen eredményre vezethet ugyanannak a
vegylletnek (pl. Dau, fdélsav antagonista) célsejtbe juttatasa kilénboz6
Larchitektiraju” peptid tipusu vegylulettel? Milyen kiilonbségek azonosithatdok az
eldgazé lancu polipeptidhez, sejtpenetrdld vagy sejtfelszini receptorhoz

specifikusan kétdédo oligopeptidhez kapcsolt hatéanyag sejtfelvétel kozott?
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Szerkezet-hatas Osszefliggések elemzésére sejtpenetrald oligopeptidek
konjugatumait allitottuk el6 tumorellenes hatasu vegyiletekkel (daunomicin,
folsav antagonista, ferrocén szarmazék, illetve vinblasztin), valamint enzim
aktivator/szubsztrat/inhibitor szarmazékokkal vagy ,riporter” molekulaval. A
hatdsos vegyiletek esetében igéretes els6 |épéseket tettlink a mechanizmus

tisztdzasara is (pl. a tubulin rendszerre gyakorolt hatas, kalpain aktivalas).

Ujabb kisérleteinkben, az ErbB2 receptor ligandumét az LTVSPWY oligopeptidet
és Dau-t tartalmazd konjugatum allitottunk el6. Az ErbB2 receptor fokozott
expresszidjat figyelték meg bizonyos (pl. HER2 receptor pozitiv eml6) tumorok
esetében, ligandumat fagtar stratégia segitségével azonositottak. A konjugatum
felhasznalasaval azt kivantuk vizsgalni, hogy mennyiben tér el tumorseijt
fehérje-expresszids profil a szabad és konjugdlt Dau kezelés esetében az
érzékenyen reagalé HL-60 human leukémia sejteken. A kezelést kovetd
proteomikai analizis vildgosan kimutatta, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid
konjugatum, illetve a szabad Dau kezelt sejtek — a kezeletlen kontroll sejtekhez

képest — mas fehérjéket, mas mennyiségben szintetizalnak.

A szabad Dau-val és a célfelismerd egységgel rendelkez6é konjugatummal kezelt
HL-60 human leukémia sejtek kozotti kilénbség igen markansnak bizonyult. A
harom fehérje kozil ketté [proliferating cell nuclear antigen (Cyclin), protein
kinase C inhibitor protein 1 (KCIP-1)] tobb mint 10-szer nagyobb, mig a tubulin
beta-5 chain fehérje 5-szor kisebb mértékben jelent meg a konjugatummal
kezelt sejtek lizatumaban, a szabad Dau kezeléshez képest. A kezelt sejtek
fehérje mintazata nemcsak egymastdl, de a kezeletlen sejtekétdl is jelentls
mértékben kilonbozik. Erdemes megjegyezni, hogy a ,receptor-felismers”
egység lecserélése a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugatumban sejtpenetrald
tulajdonsagu oligopeptidre (pl. oktaargininre) mas fehérjemintazatot

eredményez Ujabb és eltér6 mechanizmusu sejtbejutast valdszindsit.
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E vazlatos attekintés is jelzi, hogy a proteomikai megkozelitési maddszer
lehetdséget adhat a hatasmechanizmus (szabad vs. konjugalt hatdanyag)
megértésére, valamint fehérje célpontok, bioszintetikus utak felfedezésére, s Uj

utakat nyithat a gydgyszer-hatéanyag célpontok azonositasaban.

A fentiekben is érintett eredményeink arra utaltak, hogy a szabad hatdanyag és
fehérjével, elagazdé lancu polipeptiddel vagy selt penetralé peptiddel (pl.
oktaarginin) konjugalt szarmazékok hatasa és sejtekbe torténé bejutasa
egymastol eltér6 mechanizmus szerint valdésul meg. A Dau kismolekulaként
diffuziéd Utjan, a receptor felismeré egységgel bird ellenanyag konjugatum
receptor medialt endocitdzissal, mig a kiulénb6zd szintetikus polipeptid
konjugatumok - a hordozd szerkezete altal meghatarozott médon - pl. az ,A

tipusU” scavenger receptor bekapcsolddasaval vesz részt a folyamatban.

3. Célbajuttatas B-sejt epitop felismerés alapjan

Az epitdop peptidek azonositdsa, szerkezeti mddositasa alapjan Gjabban egy
olyan célbajuttatdé haromkomponensl, nanorészecskét tartalmazé peptid
biokonjugatum konstrukciot alakitottunk ki, amely képes elpusztitatni azokat a
B-sejteket, amelyek az autoimmunvalasz soran keletkezd citrullinalt fibrin
epitopspecifikus ellenanyagokat allitjak el6 és (j tavlatokat nyithat a RA betegek
kezelésben. E konjugatumcsalad létrehozasa és jellemzése a Kutatdcsoport (Dr.
Magyar Anna, Dr. Uray Katalin), Prof. Kiss Eva (ELTE Kémiai Intézet,
Hatarfellleti- és Nanoszerkezetek Laboratériuma), Prof. Sdrmay Gabriella (ELTE

Immunoldgia Tanszék) és munkatarsaik k6zés eredménye.

A biokonjugatumban biodegradabilis poli(tejsav-glikolsav) + pluronic sav
kopolimer nanorészecskéhez kapcsolddik az az oligopeptid, amely felismeri a
célsejtet, specifikusan kotdodik a receptorhoz és egy masik oligopeptid, amely a
célsejt elpusztitasaért ,felel6s”. Azokat a B-sejteket vettliik célba, amelyek a
fibrin B-lancbdl szarmazd °RPAPPPISSGGYXAX’4 (B60-74) epitdp-specifikus €s a
RA autoimmun betegség kialakuldsaban szerepet jatszé autoellenanyag
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fehérjéket termelik. Ezen sejtek felszinén ugyanis - a célsejtre jellemzo -

receptorok vannak, amelyek ezt az epitdp peptidet ismerik fel, kétédnek hozza.

Az el6z6 fejezetben leirtuk, hogy az epitdp peptid orientacidja befolyasolhatja az
ellenanyaghoz (célsejthez) vald kotédést. E megfigyelésre vald tekintettel az

-7 .

kapcsolast kdvetden is megOrzddjon az ellenanyag-kotédési képesség. A peptid
(NH2-5°PAPPPISSGGYXAX74-CONH,) szabad N-terminalis aminocsoportjan
keresztll N-C orientacioban - savamid kotéssel - tortént a kovalens kotés
kialakitdasa. A konjugatum harmadik alkotérésze a sejt elpusztulasat,
komplement aktivald sajatsaga révén eldidéz6, a HIV gp 120 glikoproteinbdl

szarmazd, az irodalomban leirt fehérjeszakasz aktivitdsért felelés peptid

(233CNNKTFNGTGPCTNVSNQ?251) konjugalasra kialakitott szarmazéka lett C-N

orientacidoban.

A funkciondlis kisérletek arra utalnak, hogy a harom-komponensd,
biodegradabilis konjugatum a) kotdodik a fibrin B-lanc B60-74 epitdp peptid
specifikus IgG ellenanyaghoz és az RA betegbdl szarmazé B-sejtekhez, b)
aktivalja a komplement rendszert és ennek kévetkezményeként, c) elpusztitotta
in vitro azokat a B-sejteket, amelyek fibrin B-lanc B60-74 epitdop peptid

specifikus ellenanyagot (autoellenanyag) termelnek.

4. Kitekintés

A fenti rovid és vazlatos ismertetés jelzi, hogy a terilet, mind biomolekularis
kémiai, mind pedig gydgyszer- és vakcina-kutatasi vonatkozasban
nemzetkdzileg fontosnak és eredetinek tekinthetd. A biokonjugatumok és
alkotorészeik kutatasa terén elért eddigi eredményeink izgalmasak és biztatéak.
Az ELTE Doktori Iskola keretében témavezetoként tizenhat esetben segithettem
Ph.D. dolgozat, tébb mint 35 esetben szakdolgozat megsziiletését, a hallgaték
TDK munkajat. Eredményeink elismerésének is tekinthetd, hogy 1998-t6l az ACS
Bioconjugate Chemistry ,Advisory Board" tagjaként, 2007 és 2014 kdzott pedig
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Associate Editorként vehettem részt a szakterilet vezetd folydiratanak
munkajaban, ahol 25 cikket kdzolhettiink. Tobb mint 70 alkalommal kértek fel
meghivott el6adoként nemzetkdzi tudomanyos konferencidkon (pl. Anglidaban,
Japanban, Koreaban, Kindban, Svajcban, az USA-ban). Az eredményeket MTA
Akadémiai Dijjal (1996), 1999-ben az ELTE TTK Tudomanyos Dijaval (1999), az
MTA Zemplén Géza fddijjal (2005), majd az MTA Bruckner Gy6z6 dijjal (2008),
MTA tagjava tortént megvalasztassal (2010, 2016) és mas kitlintetésekkel
ismerték el. Vendégprofesszor lehettem tdbb egyetemen (pl. Konstanzi
Egyetemen, Osakai Egyetem, Helsinki Egyetem) megvalasztottak a European
Peptide Society elndkének (2010-16).

1977 ota tanitok az egyetemen, az utdbbi 25 évben biolégusok szamara adok
eld szerves kémiat; a vegyészeknek gyégyszerkutatassal és
biokonjugatumokkal kapcsolatos eldadasokat. Angol és spanyol kollégakkal az
egyik els6 magyarorszagi TEMPUS (1989-1992) és tobb COST projekt
koordinatora/meghivott résztvevéje voltam. Az Erasmus-program keretében -
1998-t6l — diakjaim német, angol, spanyol és finn egyetemekre jutottak/jutnak
el. Fontosnak tartom a nemzetkoOzi tapasztalatszerzést, a didkok és oktatdok
bekapcsoléddsat a TEPMUS/ERASMUS és mds, kutatdsi programokba. Orém
szamomra, hogy munkamat az ELTE Eo6tvos Jozsef Collegiuma ,EOtvos

Collegiumért emlékéremmel” ismerték el (2016).

Epilogus
Gergl megndsllt (2015) és feleségével, Dorival, lanyukkal, Lilivel (2016)
Londonban élnek. Andris feleségll vette Katit (2016), Brisszelben élnek és

dolgoznak. Szakmajukban, eredménnyel.

Uzenetek
1. A leirtakbdl talan latszik, hogy e kutatas nemcsak szellemi izgalmat valt ki a
kutatécsoport tagjaibol, egyetemi hallgatokbdl, hanem igencsak hasznos:

lehetdvé teheti a betegség korai felismerését, gyorsabb gyogyulas, kevesebb és
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kevésbé kiméletlen mellékreakcio igéretét rejti magaban a daganatos és fert6z6
betegségek kezelésében.

2. Fontosnak tartom azt a szemléletet és kutatéi magatartast, amelyet Ritodok
Zsigmond akadémikus egy interjuban fogalmazott meg: , De attdl félek, a kevés
dologhoz sem lehet Ugy érteni igazan, hogy az ember az egésznek a latasat
elvesziti a szeme el6l.” (Magyar Tudomany, 2009: 1246)

3. A kutatok felel6ssége nagy, magatartasuk példaértékd minta lehet: remélem,
hogy képesek lesziink jobban megérteni, miért , viselkedik” masként a masik,
milyenek az értékei, és miért azok. A tudomanyos elemzések segithetik legy6zni
a xenofdbiadt, a ,mastdl”, az ,ismeretlentdl” valdé félelmet, elutasitast; a
tanulas/tanitdas folyamatanak megértését és lehetdségeinek/korlatainak
felmérését a XXI. szazadi korilmények kozott; az eligazodast a digitalis
generacidok vildagaban, az értékek felismerését, meglOrzését és Uj értékek

létrehozasat.

Utoszo

Az MTA székfoglalé el6adasok szovege olvashatd a Magyar Kémiai Folydiratban
(2012, 2017) megjelent/megjelend szamaiban. Tovabbi tajékozddast
nyujthatnak a 2012-ben megjelent rovid kdzlemények, amelyek az MTA-ELTE

Peptidkémiai kutatécsoportban elért, vonatkoz6 eredményeket foglaltak dssze:

Hudecz, F. (2012) ,Peptid-ut”: a Trefort-kerttdl Lagymanyosig. Magyar Kémiai
Folydirat, 118 (1): 5-16

Hudcez, F. (2017) Biokonjugatumok - 0Osszefogni érdemes. Magyar Kémiai
Folydirat , (in press)

Hudecz, F. (2012) Néhany Uj eredmény az MTA-ELTA Peptidkémiai
Kutatdcsoportban. Magyar Kémiai Folydirat, 118 (2-4): 87-88 (2012).
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FOSZFORILALNI VAGY DEFOSZFORILALNI:
AZ ITT A KERDES!

Karman Zoltan, Nagy Zsuzsanna és Lipinszki Zoltan
MTA SZBK Biokémiai Intézet, Lendlilet Sejtciklus Szabalyozas Kutatocsoport

A sejtosztédas szabalyozasa

Az eukaridta sejtek osztddasa, amely lehet szamtartd (mitdzis) és szamfelezd
(meidzis) alapfeltétele az egyedfejlodésnek, tébbsejtl él6lények kialakulasanak,
szoveti differencidlédasnak és regeneracidénak, valamint a fajfenntartasnak -
maganak az életnek. Az osztddni képes sejt életciklusanak leghosszabb sza-
kaszaban, az un. interfazisban a sejt megduplazza genomjat (és egyéb struk-
turdit), és elvégzi a DNS szintézis soran keletkezett hibak kijavitasat. Ezt
kovetéen a sejt felkészll a fizikai kettéosztdoddsra, amely a sejtciklus
legrovidebb szakaszaban, az Un. mitdzis fazisaban megy végbe. A mitdzis soran
az anyasejt két utédsejtbe rendezi a mar megkett6z6dott és egyenl6é aranyban
szétvalasztott genomjat, igy biztositva a genetikai integritast az organizmus
élete soran. A sejtciklus hibas m(ikédése génmutaciok, kromoszdma szerkezeti
és szambeli eltérések és egyéb anomalidk kialakulasat eredményezheti, melyek
fejlodési rendellenességek, neurodegenerativ elvaltozasok vagy sejtproliferacios
betegségek (pl. a rak) kialakulasahoz vezethetnek. Ezért fontos megismerni és
megérteni, hogy milyen molekularis folyamatok vesznek részt a sejtciklus és

annak kilonféle fazisainak szabalyozasaban.

A sejtosztddasi ciklus szigordan szabalyozott, melynek minden |épését precizen,
magas fidelitdssal kell végrehajtani. E folyamatban kritikus szerepe van tébb
szaz fehérjének (és mas makromolekuldnak), melyek katalitikus aktivitasa,
fizikai jelenléte és megfeleld miikodése meghatarozé a sejtosztdodas szamara.
Némelyek szerkezeti alkotéelemei szupramolekularis képzédményeknek, mint a
kromoszoémak, a centroszéma par, a kinetokdér vagy a centroméra. Masok

katalitikus aktivitassal rendelkez6 enzimek, melyek a szupramolekularis
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képz6dmeények kialakulasat iranyitjak, fehérjemolekuldak mikodését, szubcel-

lularis elhelyezkedését, szallitasat, lebontasat vagy stabilitasat szabalyozzak.
C“'% Fehérjék foszforegulacdja

szerep? =
(&) -
PN
taz

Foszfa Kinaz

é& ~ G — G

1. abra. A foszforilacié folyamata és hatasa a célfehérjére. A fehérjék foszforilacidjat
kinadzok katalizaljak, mig defoszforilaciojukért foszfatazok felelések. A foszforilalt célfehérje
térszerkezeti valtozason megy keresztiil, mely a funkcidjat is megvaltoztathatja (pl. ki- vagy
bekapcsolhatja egy enzim aktivitasat).

A sejtciklus és kllonosképpen a mitdzis szabdlyozasaban kiemelked6 szerepe
van az un. fehérje foszforildcidnak, amely az egyik leggyakoribb fehérjéket
érint0 reverzibilis posztszintetikus modositas. A foszforilacié soran a célfehérje
tirozin, szerin vagy treonin aminosavainak oldalldncahoz egy negativ toltésl
foszfat csoport kapcsolddik, melyet fehérje kinazok katalizalnak. Eltavolitasaban
pedig a fehérje foszfatdz enzimek vesznek részt (1. abra). Foszforilacié jelen-
|étében vagy hidanyaban megvaltoznak a szubsztratum fizikokémiai tulajdonsa-
gai, amelyek a célfehérje sejten vagy mitétikus struktirakon beliili
elhelyezkedését, aktivitasat (ki- vagy bekapcsolds) (1. abra), koélcsonhatd
partnereinek Osszetételét vagy féléletidejét is meghatarozhatjak. A fehérje
foszforilaciés mintazata ugyanakkor eltér6 is lehet attdl fliggden, hogy melyik
kindz moddositja és mely sejtciklus stadiumban, igy egyetlen fehérje tobb
kilonboz6 funkciot is betdlthet e szabalyozasnak kdszénhetéen. A foszforilacio
tehat mintegy molekularis kapcsolé jatszik szerepet a sejtosztédas folyamatai-

nak finomhangolasaban.
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A fehérje foszfatazok - nehézségek

Tudomanytorténeti érdekességnek szamit, hogy mig a sejtosztédasban szerepet
jatszéd mitotikus kinazok miikodésérdl viszonylag nagy ismeretanyaggal ren-
delkezlink, ismerjik specifikus szubsztratumaikat, szabalyozasukat és
m(ikodésliik molekuldris részleteit [1-2] (persze nem minden esetben), alig
tudunk valamit az ellentétes hatasu fehérje foszfatdzok szerepérél. Ennek egyik
f6 oka, hogy a fehérje foszfatazokat latszolag sokkal kevesebb érdeklddés
ovezte az elmult évtizedekben, mint a kinazokat, ami jol lathaté a megjelent
kézlemények szamaban is (2. abra). Mig a kinaz terllet ,exponencialis robbana-
son” ment keresztil, addig a foszfatdzokrdl szél6 munkak lassan gyarapodnak,
és joval lemaradnak a kinazok utan. Ez azért is meglepd, mert az els6 foszfatazt
évekkel elobb leirtak mint, az els6 kinazt [3]. Mi lehet ennek a jelenségnek az
oka?

45000 -
40000 -
35000 -

B Foszfataz

Kinaz

30000 -
25000 -
20000 -
15000 ~
10000 -

Kézlemények szama/év

]

2. abra. A kinaz és foszfataz teriileten k6zolt kutatomunkak gyakorisaganak osszeha-
sonlitasa.

5002 __,,ﬁ_m_,.#mﬂummjmluuummIJHUJJH|IUJ

A torténelmi okok kozott megemlithetd, hogy hosszu évekig az a téves elkép-
zelés élt, hogy a fehérje foszfatazok haztartasi enzimek, melyek mindenféle
specificitast melldzve, az Utjukba kertllt 6sszes foszforilalt fehérjét defoszfo-
rildljak. Ma mar tudjuk, hogy ez képtelenség, hiszen valamennyi foszfataz enzim

szigorlan meghatarozott szubsztratumkorrel rendelkezik, ideértve mas fosz-
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fatdazokat [4-5] és kinazokat is [6-7]. A mitdtikus kinazok tdbbsége
(auto)foszforilacid révén valik katalitikusan aktivva, ezért adja magat a
feltételezés, hogy a foszfatdzok fontos szerepet jatszanak a kinazok
m(ikodésének szabalyozasaban is. Ma mar tudjuk, hogy szamos onkogén hatasu
mitotikus kinaz [8] aktivitasat valdban foszfatazok tartjak kordaban, ezért nem
meglepd, hogy ezek az enzimek nagy érdekl6désre tettek szert az utdbbi
években, s némelyiket potencidlis tumorterapias célpontként tartjak szamon
[9-10].

A fehérje foszfatazok lassu megismerésének valddi oka azonban inkabb tech-
nikai eredetli. A human genom kozel 500 kinaz-aktivitasu fehérjét kédol (szem-
ben a 200 foszfataz-aktivitasu fehérjével [11]), melyek mind nagyon hasonlo
biokémiat alkalmazva m(kddnek. A szubsztratumhoz és foszfatdonorhoz vald
kapcsoldodast kdvetben a kinaz szerkezeti valtozason megy keresztll, amelyet a
fataz-aktivitdssal rendelkez0 fehérjék kulonféleképpen evolvaldodtak, mely
kil6nb6z6 szerkezet(i aktiv centrumok kialakulasahoz vezetett, igy teljesen mas
tipusu katalitikus mechanizmus alkalmazasaval mikddnek. Ez megneheziti a
velik végzett munkat a kutatdsukhoz alkalmazhaté metodikdk (ha egyaltalan
rendelkezésre allnak) sokszinlsége miatt. Tovabba a legtobb foszfataz-akti-
vitasu fehérje (katalitikus fehérje/alegység) szerkezeti komplexitast mutat, azaz
kilonféle regulator alegységekkel két vagy harom (esetleg tobb) alegységes
holoenzim komplexumot alkot. A regulator alegységek feladata a katalitikus
fehérje stabilitdsanak és aktivitasanak szabalyozasa, sejten bellli elhelyez-
kedésének iranyitasa, kdlcsénhatd partnereinek meghatarozasa és szubsztratu-
mainak megkotése. Mig a legtobb (mitdtikus) kinaz kodzvetlenill kapcsolddik a
célfehérjéhez (konszenzus motivumokat felismerve), addig a foszfatazok zéme
regulator alegységeivel keril kapcsolatba a mddositandd fehérjével. Bonyolitja
a képet, hogy egyetlen katalitikus alegység tobb kilénb6z6 regulator fehérjével
alakithat ki tobbalegységes holoenzimet, melyek mind egyedi szereppel birnak

a sejtfolyamatok szabalyozasaban. Egyes kutatasok szerint a human PP2A
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(Protein Phosphatase 2A) foszfataz katalitikus alegységének 2 izoformaja mint-
egy 100 kulonbdz6 heterotrimer holenzimet hozhat létre, mig a PP1 (Protein
Phosphatase 1) foszfataz katalitikus alegységének 4 izoformaja kozel 200
heterodimer holoenzimet alkothat [12]. EbbdI kovetkezik, hogy a tébbalegység-
es foszfatazok esetében nem a katalitikus alegységet, hanem a szubsztratum-
specificitasért felel6s regulator alegységeket kell vizsgalni (pl. a reverz genetika
maodszereit hasznalva). Ez persze tovabb komplikalja a kutatasokat, |évén a

regulator alegység repertodarja csak részben ismert.

A foszfatdzkutatds tovabbi nehézségeit az adja, hogy a foszfataz holoenzimek
alegységei posztszintetikus moddositasokon mehetnek keresztil. A mddositas
fajtaja meghatarozhatja a holoenzim alegység Osszetételét [13-14], szubcel-
luldris lokalizacidjat vagy aktivitasat [15]. Ezek azonositdsa nehéz feladat. A
fentiek terhére réhaté az is, hogy mig a kinazok esetében hatékonyan allithaté
el6é rekombindns enzim in vitro foszforilacios teszthez, a tébbalegységes fehérje
foszfatazok rekonstruadlasa idOigényes és sokszor nagyon nehezen megvaldsit-
hato feladat. Leggyakrabban a foszfatdz enzimet sejtekbdl térténd kozvetlen
immunoprecipitaciéval allitjak eld, amely alkalmas lehet ugyan in vitro tesztek
elvégzéséhez, de mar nem elégséges tisztasagu és mennyiségl szerkezetbiold-
giai kisérletekhez. Tovabba, mig a kindzok esetében a szubsztratum maddositasa
radioaktiv ATP jelenlétében autoradiogafiaval rutinszer(en validalhatd, egy aktiv
fehérje foszfataz holoenzim in vitro alkalmazasanak feltétele az is, hogy ren-
delkezzlink tisztitott foszforilalt szubsztratummal. Ennek hidnyaban csak aspeci-
fikus enzimaktivitasi tesztek végezhetdk el. Végll, de nem utolsé sorban a
szerkezeti komplexitds és diverz katalitikus aktivitds miatt problémat okoz a
holoenzim-specifikus foszfatdz gatloszerek kifejlesztése is. A legtdbb
kereskedelmi forgalomban kaphaté foszfataz inhibitor foszfatdz csaladokat
gatol, egyedi holoenzimek in vivo vizsgalatdra nem alkalmas. Ezzel szemben a
legtobb mitétikus kinaz specifikusan gatolhatd kis molekulasulyd inhibitorokkal

in vivo.
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A technikai Ujitasoknak kdszénhetben a fehérje foszfatazok kutatasa Ujra nyitott
tertletté valt, amely a vallalkozé6 kedvl kutatok szamara izgalmas felfe-
dezéseket rejteget. Az MTA SZBK Biokémiai Intézetében induld Lendilet Sejtcik-
lus Szabalyozas Kutatdcsoport célja csatlakozni ehhez a kihivashoz, hogy rész-

leteiben is megismerhessiik a foszfatdzok mitotikus szerepét.

A fehérje foszfatazok - szerepiik a sejtosztédasban

A fehérje foszfatazoknak alapvetéen két nagy csoportja ismert: a tirozin (Tyr)
[16] és szerin/treonin (Ser/Thr) [17] foszfatazok, melyek tovabbi szerkezetileg
eltéré szupercsalddokra oszthatdék (3A. abra). Habar mindkét fécsoporthoz
tartozd enzimek részt vesznek a tagabb értelembe vett sejtciklus szaba-
lyozasaban, a mitétikus kinazok katalizalta folyamatok reverziéjat foként a
Ser/Thr csoportba tartozd 6si PPP foszfatazok végzik, melyek esszencialisak és
nagymeértékld konzervaltsagot mutatnak a kilonféle fajokban. Tagjai (féként a
PP1, PP2A-szer(i, PP2B, PP5 és PP7 alcsaladba tartozdk) részt vesznek a kromo-
szOma szegregacio, centroméra és kinetokér integritas, mitétikus orsé ki-
alakulas és dinamika, centroszdma duplikacié és érés, mitotikus ellendrzé
mechanizmusok és citokinézis folyamatainak szabalyozasaban [4-5, 18-23].
Fontos azonban megjegyezni, hogy a legtobb idézett esetben csak a folyamat-
ban nélkilézhetetlen szerepiik tisztdzddott, pontos funkcidjuk, szubsztratumaik

vagy miikodeésik molekularis részletei nem teljesen ismertek.

A PPP foszfatazok viszonylag kisszamu katalitikus alegységei altalaban tobb
alegységes holoenzimet alkotnak a hozzajuk tartozd kilonféle regulator fehér-
jékkel (3B. abra). Példaul a PP2A-tipusu foszfatdzok (PP2A, PP4 és PP6)
altaldban heterotrimert alkotnak, melyben az evollucidésan konzervalddott kata-
litikus alegység (PP2Acat, PP4cat és PP6cat) egy szerkezeti fehérjével és a
szubsztratum-specificitasért felelés regulator alegységgel alkot holoenzimet
[13-14, 18-19, 24].
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Attél figgben, hogy pl. a PP2Acat melyik regulator fehérjével (4 tipusu B
alegység és azok kiilonb6zd izoformai) képez holoenzimet, mas és mas funkcidja
lesz a sejtm(ikodés szabdlyozadsaban. igy pl. a PP2A-B55/Twins holoenzim a
centroszoéma duplikaciot beinditd Plk4 [25-26] kindz stabilitdsat szabalyozza [6],
mig a PP2A-B56 holoenzim a mitdtikus orsé 6sszeszerel6dését ellendrzé mecha-

nizmus finomhangoldsaban jatszik szerepet [5].

A. Fehérje foszfatdzok

Il
\ |
Tyr foszfatdzok Ser/Thr foszfatazok Csoport

| | Cat  ppym

PTP [DSPJ [LMW} [ PPM } [ PPP } DxDxT FG csalad
Cat PP1

>200

(] oo [oe2s | o5 | per | st
Cat PP2A-
/R szerii
Vaz

Katalitikus
PP2Ac PP4c PP6c alegység

HOLOENZIMEK

3. abra. A fehérje foszfatazok osztalyozasa. A) A fehérje foszfatazok Tyr és Ser/Thr
csoportokra oszthatok. A Tyr foszfatazok PTP (protein tyrosine phosphatase), DSP (dual-speci-
ficity phosphatases) és LMW (low molecular weight) szupercsaladba, mig a Ser/Thr foszfatazok
PPP (phosphoprotein phosphatases), PPM (Mg/Mn-dependent phosphatases) és DxDxT szuper-
csaladba osztalyozhatok. A PPP tovabbi alcsaladjai a PP1, PP2A-szer(i, PP2B, PP5 és PP7
foszfatazok. B) A foszfatazok katalitikus alegységei kiilbnb6z6 Gsszetételli holoenzim komplex-

umokat alkothatnak.

A PP4 foszfataz is foként heterotrimerként mikddik, melyben a PP4cat komplex-
et képez egy szerkezeti (R1 vagy R2 alegység) és egy regulator (R3) alegységgel
[18, 24]. A kanonikus PP4 komplex mellett ismertek mas alegységotsszetétell
(di- és trimer) PP4 holoenzimek is, melyek kulonféle cellularis funkciét toltenek
be [24, 27, 28]. Erdekesség, hogy bar a PP2A-tipusl foszfatdzok katalitikus
alegységei rendkivil magas szintli aminosav szekvencia homoldgiat mutatnak

(a human PP2Acat és PP4cat >65% azonossagot mutat aminosav szinten), a
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vellk asszociald regulator alegység repertoar teljesen kiilonb6z6. Ennek okat

ma még nem tudjuk.

Korabbi elképzelések szerint a mitdzis szabdlyozasaban kizardlag két robusztus
fehérje foszfataz, a PP1 és PP2A (azok kiilonb6zd alegység Osszetétell holoen-
zimei) vesznek részt. E két enzimcsaladrdél tudjuk, hogy a legnagyobb meny-
nyiségben el6forduld fehérje foszfatazok a sejtben és a mitdzis (és tagabb
értelemben vett sejtosztddasi ciklus) minden szintjén regulaciés funkciéval
birnak. Mitdtikus kinazokkal 6sszhangban olyan komplex folyamatok iranyitasat
végzik, mint az Un. orsé-0sszeszerelddési ellen6rz6 mechanizmus (SAC, spindle
assembly checkpoint), amely a megkett6zodott genom tul korai szétvalasztasat
azt sugallta, hogy némely mitotikus esemény szabalyozasa fliggetlen a PP1 és
PP2A-t6l, és azok mikodésében mas fehérje foszfatdzok vehetnek részt. A
genom projekteknek koszonhetben lehet6séggé valt teljes genomot lefed6
géncsendesitési kisérletekbdl valdban kiderllt, hogy kevésbé robusztus és
ismert fehérje foszfatazok is sziikségesek (és nélklilozhetetlenek) a mitodzis
levezényléséhez [20, 22, 29-30]. Fontos megjegyezni, hogy sok esetben nem
ismert a foszfataz pontos funkciéja a mitdzisban, szubsztratumainak kore vagy

a modositott aminosavak elhelyezkedése.

A csoportunk munkaja

Ecetmuslica modellben leirtdk, hogy a PP4 foszfatdaz centroszémalis felhal-
mozddast mutat és sziikséges az Un. centroszoma érés folyamatahoz, amely
elofeltétele a mitdtikus orséd kialakuldasanak [22], de a foszfataz szubsztratumait
nem sikerilt azonositani. David Glover csoportjaban (University of Cambridge)
a PP4 Ujfajta mitétikus szerepét fedeztik fel. Kimutattuk, hogy a PP4 kélcsdnhat
a CENP-C-vel, amely a centromérat a kinetokdrral 6sszekotd esszencialis fehérje
[18]. Bizonyitottuk, hogy a PP4 részt vesz a CENP-C foszforegulacidjaban, amely
alapfeltétele a centroméra-kinetokdér stabilitds fenntartdsanak a mitdzis

folyaman. Meghataroztuk a PP4 regulator alegységének (Falafel) és a CENP-C
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kdlcsonhaté doménjeinek térszerkezetét (/asd cimlap abra), amely felfedte,
hogy a PP4 teljesen mas mechanizmussal kéti meg szubsztratumait, mint a PP1

vagy PP2A (és valdszinlileg mas PPP-k).

Hazatérve Szegedre, mar egy OTKA-PD projekt keretein belll, Gjszer(i technikat
alkalmazva [31] tovabbi PPP foszfatdz szubsztratumok és kdlcsdnhatd fehérjék
azonositasat végeztik el. Ezek kozll kiemelend6é a PP4 Falafel alegységével
koélcsdnhaté Anal és Ana2 (Anastral spindle 1 és 2) centroszémalis fehérjék. Az
Anal-rél kordbban kimutattuk, hogy nélkllézhetetlen az Un. centroszéma kon-
verzidhoz [32], amely alapfeltétele a centroszoéma érésnek és ebbdl kifolydlag a
mitdtikus orsé kialakuldasanak, valamint a centroszoma duplikaciénak. Az Ana2-
rél pedig azt mutattuk ki, hogy foszforilalt formajanak jelenléte nélkilézhetetlen
a centroszoma duplikacié beinduldsahoz [25]. Szuperrezollcidés mikroszkopiat
alkalmazva bizonyitottuk, hogy a PP4 Falafel alegysége megtalalhat6 a centro-
szémak (az azt alkotd centridlum par) kézpontjaban az Ana2 tarsasagaban (4.
abra), az Anal altal kozrefogott zénaban [32, 33]. Feltételezésiink szerint a PP4
foszfatdz mitétikus kindzokkal 6sszhangban részt vehet az Ana2 és Anal
fehérjék foszforegulacidéjaban, ezaltal a centroszOma érési és replikacids

folyamatainak iranyitasaban (nem kozolt adat).

A 2017 6sszén induld Lendllet Kutatocsoport célja szisztematikusan megvizsgal-
ni az O6sszes olyan PPP foszfatazt, amely altalanos, illetve szovet és/vagy
fejlodés-stadium specifikus [34] mddon képes befolyasolni a mitdzis folyamatat.
Kutatasainkat eleinte ecetmuslicaban végezziik, amely kivaléd modellje a sejtcik-
lus vizsgalatanak, jol jellemzett és szamtalan mddszerrel vizsgalhaté modellor-
ganizmus. Emellett, a human mitdtikus foszfatazok mindegyikének ismert a
muslica ortoldgja, melyek nagyfoku hasonldésagot mutatnak (a human PP4cat és
muslica PP4cat >90% azonossagot mutat aminosav szinten). Célunk felderiteni
az egyes foszfatdaz holoenzimek alegység Osszetételét, specifikus mitétikus
szubsztratumainak korét, azonositani és feltérképezni a célfehérjéken kialakult

(de)foszforilaciés helyeket és meghatarozni a maddositas jelenlétének vagy
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hidnyanak bioldgiai szerepét. Kutatdsaink soran klasszikus és Ujgeneracids
genetikai, sejtbioldgiai, molekularis bioldgiai, proteomikai és biokémiai meto-

dikakat fogunk alkalmazni.

Egyesitett Falafel Ana2 D-Plp

.
» -

Interfazis

Metafazis

Telofazis

-
.
500nm
. ‘ .
250nm

4. abra. Szuperrezoliicios mikroszkopos felvétel a Falafel centroszéoman beliili
elhelyezkedéséroél. A sejtcikius kiilbnb6z6 fazisaiban a PP4 foszfataz Falafel regulator al-
egysége a centroszomat alkoté hordé alaku centriolum par k6zepében helyezkedik el. Az abran
az érettebb un. anyai centriolum feliilnézeti képe lathatd. Az Ana2 a centriolum kialakulasahoz
sziikséges fehérje [25], amely a centriélum legbelsé zénajaban helyezkedik el és kolokalizal a
Falafellel (a kils6 gyliriin megjelené Ana2 mar a kevésbé érett, un. leanycentridlumhoz tartozik
- oldalsé nézet). A D-Plp (Drosophila-Pericentrin-like protein) a centridlum kils6 zdéndjaban
elhelyezkedé fehérje. Kép: George Tzolovsky (University of Cambridge).

Citokinézis

Génkiltési, géncsendesitési és célzott fehérje degradacios kisérletekkel fosz-
fatdzok reguldtor alegységeit fogjuk eltavolitani, igy lehetdséglink lesz ismert
alegység oOsszetétel(i holoenzimek inaktivalasara és ennek mitotikus figurdkra
gyakorolt hatasanak vizsgalatara. Tavlati terveink kozott szerepel globalis, a
teljes protedmot lefedd foszforilacios térképezés elvégzése holoenzim-inaktivalt
szOvetekben, foszfatdz komplexumok rekonstrualdasa rekombinans fehérjékbdl

in vitro defoszforilacios tesztek létrehozasahoz, gatlészerek kidolgozasahoz és
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szerkezetbioldgiai kisérletekhez, valamint a vizsgalataink kiterjesztése emlds
modellekre is. Ugy véljiikk, hogy a csoport munkdaja hozzajarul majd a mitdzis
iranyitasat végzo folyamatok mélyebb megértéséhez, melyhez kalandvagyo és

a kutatasi irany irant elhivatott munkatarsak jelentkezését varjuk.
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A HUMAN DIHIDROLII?OAMID-DEHIDROGENAZ DEFICIENCIA
MOLEKULARIS PATOMECHANIZMUSA

Szabo Eszter és Ambrus Attila
Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet,
MTA-SE Neurobiokémiai Kutatocsoport

Bevezetés

A human (dihidro)lipoamid-dehidrogendz (hLADH) enzim deficiencidja egy ritka,
autoszémalis recessziv 0roklodésld genetikai korkép [1-2]. Az askenazi zsido
populacidoban a leggyakoribb a betegség megjelenése (~1:40000), elsGsorban
egy bizonyos aminosavcsere miatt (Gly194Cys), amelynek az el6fordulasi
aranya az érintett népességben megkozelitdleg 1:100 [3]. A hLADH a
metabolizmusban nélkilozhetetlen szerepet jatszd mitokondridlis a-ketosav-
dehidrogendz (a-ketoglutarat-dehidrogenaz (KGDH), piruvat-dehidrogenaz
(PDH) és elagazd-szénlancl o-ketosav-dehidrogenaz (ESzKDH)) komplexek
k6zds harmadik alegysége (hE3), illetve a glicinhasito-rendszernek (GHR) is
része [1]. Az enzim diszfunkcidja elsGsorban az intenziv metabolizmust folytatod,
nagy oxigénfelhasznalasu szdveteket érinti és ebbdl kifolydlag a klinikai képet
dontéen a neuroldgiai és kardioldgiai tlinetek hatdrozzdk meg, bar a maj
funkcidzavarai is meglehetdsen gyakoriak [2]. Jellemz0 fenotipusok a ndvekedés
elmaraddsa, fejlodési rendellenességek, enkefalopatia, az izomzat
tonustalansaga, majelégtelenség, laktat-acidozis, hipoglikémia, Leigh-
szindréma, hipertrofias kardiomiopatia, |atas-karosodas, ataxia és a
mikrokefalia [2, 4-5]. A tlnetek gyakran mar nagyon kordn (sokszor a
neonatalis periddusban) jelentkeznek, mig bizonyos patogén mutaciok esetén
csak a felnbttkorban fejlédik ki a betegség. A diagndzisban meghatarozé
szerepet jatszik - a relevans kortorténet mellett - a hE3 alegységet tartalmazé
enzimkomplexek cs6kkent aktivitasainak kimutatasa [2]. Gyakori emellett a hE3
sajat enzimaktivitdsanak diagnosztikus céli mérése is fibroblasztokbdl,
limfocitakbdl, illetve maj- és izomszovet mintakbdl [4]. Biztos diagndzis

ugyanakkor csak a hE3-at kddolé d/d gén genetikai variacidinak (pl. patogén
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mutacidinak) kimutatasa utan allithato fel. Mindezidaig 14 betegséget okozod
aminosavcserét (vagy deléciot) irtak le a klinikai irodalomban (eredeti
referenciakért lasd: [1]), melyek a hE3 kristdlyszerkezetének ismeretében
csoportosithatéak aszerint, hogy az enzimszerkezet mely funkciondlisan
meghatarozdé részét érintik: az Ile12Thr, Lys37Glu, Gly194Cys, Ile318Thr,
Met326Val, 11e358Thr aminosavcserék a kofaktor-koto régiokban, a Gly101del,
Pro453Leu mddosulasok az aktiv centrumban, mig a Glu340Lys, Gly426Glu,
Asp444Val, Ile445Met, Arg460Gly és Arg447Gly cserék a homodimerizacios

felszinen jonnek létre [6] (1. dbra).

G426E

1. abra. A hE3 homodimer szerkezete a patogén aminosav-szubsztitiuciok
feltiintetésével. A betegséget okozé aminosavcserék elhelyezkedése a vadtipusu enzim (PDB
kéd: 1ZzMD) egyik monomerjében, funkcionalis régionként eltérb szinekkel van feltiintetve (aktiv
centrum: sététkék, kofaktor-kétbhely: narancssarga, dimerizacios felszin: zéldeskék). A FAD
prosztetikus csoport palcikamodellje rézsaszin, mig az aktiv centrumban 1évé ciszteinek sarga
szinliek. Az abran az aminosavak egybetlis kédjait alkalmaztuk (az abra zsufoltsaganak
elkeriilése érdekében).

A betegség kezelésére jelenleg mindossze egy étrendi megkotéseken alapulo,
empirikus, kombinacids megkdzelités lehetséges, amely esetenként
antioxidansok és vitaminok adasaval egészithetd ki [2]. Akut epizddok soran a
legfontosabb a metabolikus acidézis kezelése és a normoglikémia fenntartasa, a
rohamok sikeres megel6zésére azonban jelenleg nincs elfogadott klinikai

protokoll egyik tipusu E3-deficiencidban sem [2].
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Az E3-deficiencia molekularis patomechanizmusa
Az o-ketosav-dehidrogenaz enzimkomplexekben az E3-komponens az E2
alegységhez kovalensen kotott dihidroliponsav (DHLS) liponsavva (LS) torténo

oxidaciojaért felel (LADH-aktivitas). Ehhez az aktivitashoz FAD prosztetikus

csoport, két redox-aktiv Cys, egy His bazis (mind az aktiv centrumban) és NAD+
koszubsztrat (mint elektronakceptor) jelenléte is szikséges. Az izolalt patogén
hE3 variansok LADH-aktivitdsa - kalonb6z6 mértékben - csokkent (a
vadtipushoz képest), mind a fizioldgias (forward), mind pedig a forditott irdnyu
(reverz) reakcidban (ez utébbi esetben a NADH szolgal elektrondonorként a
modellvegylletként alkalmazott LS vagy lipoamid redukcidjahoz) [7]. Az
altaldnos tendenciatdl eltérést mutat a Gly194Cys-hE3 mutans gyakorlatilag
valtozatlan aktivitdsa és a Lys37Glu-hE3 varians emelkedett reverz iranyu
aktivitdsa (csOkkent forward irdnyd aktivitds mellett) [7]. A betegekbdl
szarmazo mintakban mérhetd LADH-aktivitas-csékkenés mértéke azonban
tobbnyire nem korrelal a tiinetek sulyossagaval [4]. Feltételezhetd tehat, hogy
egyéb sulyosbitd mechanizmusok is hozzajarulnak a patogenezishez. Az eddigi
eredmények alapjan ilyen mechanizmus lehet potencidlisan a hE3 egyes patogén
variansainak megndvekedett reaktiv oxigénszarmazék (ROS) képz06 aktivitasa
(ktléndsen acidozisban, amely E3-deficiencidban nagyon gyakori) [7-8], a
akar még kifejezettebben [14]) és a hKGDH komplex (hKGDHk) tekintetében az
esetleges disszociacid utdn visszamaradd E1-E2 alkomplex erGteljes ROS

termelése [15].

ROS-képzés

A hKGDHk rendkivil érzékeny az oxidativ behatasokra, ugyanakkor az altala
termelt ROS a mitokondridlis oxidativ stressz egyik legjelent6sebb forrasa
[16-19]. A hKGDHk ROS-termeld aktivitdsa akkor kerll el6térbe, amikor a

fizioldgids elektronakceptor, a NAD* nem all rendelkezésre kelld6 mennyiségben

(a forward reakcidban), vagy ha a NADH/NAD+*-arany megemelkedik (amely
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pedig a ROS-képz6 reverz E3-reakciét tamogatja) [14-15, 18-19] (2. abra). A
NADH/NAD*-arany szamottevoen megemelkedik példaul iszkémia, Komplex I
elégtelenség vagy fokozott kaldriabevitel esetén [20-22]. A hKGDHk ROS-
képzése az E3 alegységen keresztll valosul meg mindkét katalitikus iranyban és
az irodalomban a komplex szuperoxid-, illetve H,0,-termelését detektaljak (a
szuperoxid az els6dleges termék, a H,0, pedig spontan diszmutacidval
(diszproporcionalddassal) keletkezik a szuperoxidbdl) [15, 18-19]. Erdekes
moddon a hPDHk ugyanezen aktivitdsa, a hE3 jelenléte ellenére, in vivo
korilmeények kozott sokkal kevésbé szignifikans [15-17, 19, 23]. Az izolalt hE3
szintén mindkét iranyu (forward és reverz) reakcioban képes elvileg ROS-t
termelni, a szakirodalom azonban - metodikai okok miatt [14, 24] - kizardlag a

reverz reakcié tanulmanyozasarol szamol be [7, 14, 15, 25].

Kis mértékl{ acidozis kedvez a fiziolégias KGDHk-reakcidnak [15], kivéve az
agyban, ahol a pH-optimum 7,2 és 7,4 kozotti [26]. Emellett azonban az E3 un.
diaforaz-aktivitasa - kilénb6z0 szerves és szervetlen kismolekulas
elektronakceptorok NADH (és E3) altali redukcidéja meglehetésen savas pH-
optimum mellett -, illetve az ezzel analdg mechanizmusu reverz iranyud ROS-
képzd aktivitasa is fokozodik savas kortilmények kozott [14, 27, 28]. A hKGDHk

altali ROS-képzés sebessége ugyancsak megné acidozisban, de csak a reverz
reakciéban [14]. A hE3 ROS-képzését a Zn2+* is fokozza, amelynek az iszkémia-

reperfluzidban, illetve Alzheimer-kérban lehet jelentésége, ahol a Zn2+
megnovekedett koncentracidban van jelen [25]. Ezzel ellentétben az LS gatolja
a reverz iranyu ROS-képzést mind a hKGDHk, mind pedig a hE3 esetén, azonban
csak acidézisban (pH<6,8) [14]. Az LS a KGDHk forward iranyu ROS-képzését
is gatolja, bar ebben az esetben az E2 alegységen hat egy eltéro

mechanizmussal [14].

Egyes betegséget okozdé hE3-mutansok ROS-termeld képessége - és annak

pH-érzékenysége is - megnovekedett a vadtipusl enzimhez képest (Asp444Val-,
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Glu340Lys-, Pro453Leu- és Gly194Cys-hE3; a 14 eddig leirt patogén mutans
kozll eddig nyolc vizsgalata tortént meg) [7]. Az emlitett Asp444Val-,
Glu340Lys- és Gly194Cys-hE3 varidnsokrol, valamint az Arg460Gly- és
Arg447Gly-hE3 mutdnsokrdl élesztd modellben kimutattdk tovabba, hogy az
E2-kotott LS kofaktor oxidativ karosodasat okozzak a KGDHk és a PDHk
enzimkomplexekben (Asp444Val-homozigodta betegbdl szarmazé
fibroblasztokban ugyanez a hatas volt megfigyelheté [8]). A ROS-termeld
aktivitas fokozédasa mellett a megfeleld mutansok LADH-aktivitasa altaldban -
a varakozasnak megfeleléen - kisebbnek adédott a kontrollhoz (hE3) képest.
Erdekes jelenség, hogy a Pro453Leu-hE3 varians fizioldgids aktivitdsa csaknem
teljes egészében elveszett, mig ezzel szemben a Gly194Cys-hE3 mutansban a
LADH-aktivitas gyakorlatilag nem karosodott [7]. A Pro453Leu szubsztitucio
esetében sulyos klinikai képrél szamoltak be [29-30], amelyhez feltehetden
hozzajarul a megfeleld hE3 varians erésen fokozott ROS-termel6 képessége is
[7]. A Gly194Cys aminosavcsere altal kivaltott E3-deficienciara ezzel szemben
inkabb a tlinetek felndttkori megjelenése a jellemz6 [3, 31], amely 6sszhangban
van a megtartott LADH-aktivitas mellett megemelkedett ROS-termeld
kapacitassal (a fokozott oxidativ stressz okozta karosodasok valdszinlleg
akkumulalédnak a betegekben a korabbi, tliinetmentes életévek soran [7]).
Fontos megallapitds, hogy a patogén aminosav-szubsztitlcié lokalizacidja nem

mutat 6sszefliggést a ROS-termeld képességgel [7].

Amennyiben a komplex-kotott hE3 mennyisége szuboptimalis (pl. E3-deficiencia
vagy aciddzis esetén - ez utdbbi kérlilményben valdszinlsitik a hE3 affinitasanak
csOkkenését a hKGDHk-hez [14], amely 6sszhangban van azzal, hogy az E3
kotddése eleve meglehetdsen gyenge a komplexen belll [32-34]), a hKGDHk
E1-E2 alkomplexe ugyancsak képes lehet szamottevd mennyiségben ROS-t

termelni [15].
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2. abra. A hKGDHk E1-, E1-E2- és E3-alegységei/alkomplexei, illetve a teljes hKGDHk
altal katalizalt szuperoxid-képzés javasolt mechanizmusai. A szuperoxid mellett
diszmutaciéval keletkezett H-0; is kimutathaté minden esetben a fenti rendszerekben. A szabad
E1 alegységen szuperoxid a viszonylag stabil, enzim-kotétt enamin O altali oxidacidjaval
keletkezik. Az E1-E2 alkomplex szuperoxid-képzése valdszinlileg az E2-alegységhez koétott
redukalt liponsav részvételével valdsul meg (a mechanizmus részletei még tisztazasra varnak).
A szabad, illetve komplexben levé hE3 - forward és reverz irdnyu - ROS-képzésében a FAD
prosztetikus csoport kitlintetett szerepet jatszik az abran feltiintetett mechanizmusok szerint.

KG: a-ketoglutarat, ThDP: tiamin-difoszfat, Lip: E2-kététt liponsav, FAD: flavin-adenin-
dinukleotid, NAD*/NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid (oxidalt, illetve redukalt forma).

A jelenség in vitro korlilmények kozott az izoldlt alegységekbdl rekonstittcidval
|étrehozott hKGDHk E1-E2 alkomplexe esetén volt megfigyelhetd, masik harom
hasonld modon létrehozott komplex (hPDHk, E. coli KGDHKk, E. coli PDHk) E1-E2
alkomplexeire nem volt jellemz6 [15]. A mechanizmus hatterében a DHLS
pro-oxidans sajatsaga feltételezhet6 (az E2-kotott DHLS - E3-katalizalt oxidacio
hidnyaban - molekularis oxigénnel reagdlva potencidlisan szuperoxidot
képezhet, lasd 2. abra) [35-37]. Azon patoldgias korlilmények kozott tehat,
amikor a hE3 vagy annak betegséget okoz6 mutansai részben vagy teljesen
disszocialnak a hKGDHk-rél, nem csak a szabad vagy még komplex-kotott hE3,
iletve mutansai lehetnek képesek ROS-képzésre (els6sorban a reverz
reakciéban), hanem egyiddoben, tOlik flggetlenlil a visszamaradé E1-E2
alkomplex is termelhet szamottevd mennyiségben ROS-t a forward reakcidban,
amennyiben az a-ketoglutarat szubsztrat megfeleld koncentracidban

rendelkezésre all [1].
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Erdekes mdédon a hKGDHk E1 alegysége is képes ROS-termelésre (l1&sd 2. abra).
Ennek mértéke - mas a-ketosav-dehidrogenaz komplexek E1 alegységeivel
torténé oOsszehasonlitdsban - erdsen szignifikansnak bizonyult in vitro
kisérletben [15, 38]. A hKGDHk E1 alegységének ROS-képz6 aktivitdsa
patologids jelentdséggel birhat példaul E2-deficiencidban [39-45].

.....

E3-deficiencidban az E3 alegységet tartalmazd o-ketosav-dehidrogenaz
enzimkomplexek diszfunkcidja nem csak a LADH-aktivitdas csokkenésébdl
eredhet. A hPDHk alulm(ikddéséhez példaul nagy valdszinlséggel hozzajarul az
is, hogy egyes patogén hE3 variansok (Glu340Lys-, Asp444Val-, Arg447Gly-,
Arg460Gly-, Lys37Glu-, Pro453Leu-hE3) a hPDHk-ben jelenlevé E3-kot6
fehérjéhez (E3KF) csOokkent affinitdssal kotédnek [10-11, 13]. Ugyanez
feltételezhet6 a  hE3-E3KF-komplex  kristadlyszerkezetei [12-13] és
hidrogén/deutérium-csere témegspektro-metria (HDX-MS) eredmények alapjan
tovabbi harom varians esetében (Ile318Thr-, I1le358Thr-, Ile445Met-hE3) [9].
Klinikai eredmények alapjan valdszinlsithetd, hogy az E3-deficiencidban
el6forduld betegséget okozd aminosavcserék a hE3 hKGDH- és hESzKDH-

komplexekre vonatkoztatott kétédési allanddit is befolyasoljak [46-47].

Szerkezeti valtozasok

1. Monomerizacio
Az E3 alegység egy nem-kovalens, funkcionalis (obligat) homodimert alkot,
amelyben a fizioldgids aktivitdashoz mindkét aktiv centrumban a szomszédos
monomer meghatarozott aminosavai is szliikségesek [6]. A dimerizacids domént
érintd aminosav-szubsztitlciok esetén a patogenitas elsédleges okanak a
homodimer monomerizacidjat feltételezték korabban [6, 48]. Extrém kisérleti
korilmények kozott - pl. er0sen savas kozegben vagy apomerizacio,
fagyasztds-olvasztas ciklusok, nagymérték( higitds, denaturacido, magas

sékoncentracio, illetve kémiai mddositasok hatasara [27-28, 49-54] - valdban

.....
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diaforaz-aktivitasa megmarad [50-51] (a diaforaz-aktivitashoz a FAD
prosztetikus csoport szlikséges elsdsorban, a szomszédos monomer interakcidja
nem [27, 51]). EbbdI kifolydlag a patoldgias korilmények kozott fellépo acidozis,
valamint a dimerizacios felszint érint6 egyes mutacidok okozta diaforaz/ROS-
képz6 aktivitds ndvekedés hatterében is a hE3 monomerizaciéjat és annak
szerkezeti kdvetkezményeit feltételezték [27, 55]. Szamos biokémiai/biofizikai

moddszerrel - analitikai ultracentrifugalds, kalibralt gélsz(irés, nano-LC MS, 1D

1H és DOSY-NMR spektroszképia - bizonyitottdk azonban, hogy sem a
patologidasan relevans aciddzis, sem pedig az eddig vizsgalt betegséget-okozd
13-14]. Kés6bb molekularis dinamika (MD) szimulaciék, majd HDX-MS analizis
eredmények ugyancsak ezt a megfigyelést tamasztottak alad [9, 56-57]. Ezen
cikk szerzGi rendelkeznek nagyfelbontasu kristalyszerkezettel a vadtipusu hE3
és Ot patogén variansa tekintetében (amelybdl négy a dimerizacios domént
érinti; kozlésre elGkészités alatt), mely adatok szintén megerésitik a fenti

konklUzidkat.

2. A FAD prosztetikus csoport részleges elvesztése
Egy hE3 monomer egy FAD molekulat mint prosztetikus csoportot kot erds, de
nem-kovalens koélcsonhatdsok altal [6]. A hE3 kristdlyszerkezete alapjan
monomerenként legaldbb 36 aminosav oldallanc jatszik szerepet a FAD
stabilizalasaban [6]. A patogén aminosav-szubsztitlcidok tavolra hatd szerkezeti
valtozasok révén képesek befolyasolni a FAD-kotést és ezaltal a mutansok
FAD-tartalmat és enzimaktivitadsat [6-7, 9, 58]. Az eddig vizsgalt hE3-variansok
FAD tartalma (mol FAD/1 mol hE3 monomer egységben kifejezve): Pro453Leu-
hE3 (0,66), Gly194Cys-hE3 (0,72), Glu340Lys-hE3 (0,99), Asp444Val-hE3
(0,95), Lys37Glu (0,76 ill. 0,67) [7, 58]. HDX-MS analizis alapjan megallapitast
nyert, hogy az egyes mutaciok fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasai a FAD-

kotésben szerepet jatszdé aminosavak valtozé szazalékat érintette (lasd alabb)

[9].
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3. A hE3 finomszerkezetében bekévetkezb valtozasok
eredményeznék, a mutansokban megfigyelt funkciondlis eltérések okai egyéb
szerkezeti valtozasokban keresenddk. A hE3 és szamos patogén variansa
cirkularis dikroizmus (CD) spektroszdpiaval térténd Osszehasonlitdsa soran
szignifikans eltérések nem voltak kimutathatoak a globalis konformaciéban [7,
58]. A patogén aminosav-szubsztiticidok okozta enzimaktivitas-csokkenés,
valamint a korabban emlitett négy varidnsban mutatkozo fokozott ROS-termel6
aktivitdas finomszerkezeti okainak felderitésére az eddigi egyeduli kisérletes
eredmények egy tiz patogén mutanson elvégzett HDX-MS analizisbdl
szarmaznak [9]. A HDX-MS technika révén vizsgalhato, hogy milyen mértékben
képes a deutérium beéplilni a vadtipusi vagy egy mutans enzim egyes
peptidszakaszaiba. A kisérletet a fizioldgias allapotot kozelité oldatkorilmények
kozétt is el lehet végezni. Osszehasonlitva a vadtipusq, illetve egy mutdns
enzimben mért deutérium-beépiléseket, informaciot nyerhetlink a kilénb6z6
peptidszakaszok dinamikajaban és olddszer altali hozzaférhet6ségében
bekdvetkez6, mutacié okozta valtozasokrol. Az eredményekbdl fény derilt arra,
hogy a vizsgalt tiz patogén mutans mindegyikében szamos FAD-kotésben
résztvevd aminosavakat tartalmazd peptidszakasz hozzaférhet6sége és/vagy
dinamikdja megvaltozott, amely magyardzatul szolgalhat az egyes hE3
variansokban tapasztalt FAD-vesztésre és 0Osszefliggésbe hozhaté a
megvaltozott enzimaktivitdsokkal. Szintén HDX-MS adatok alapjan
valoszinlsithetd, hogy a Gly194Cys- és Pro453Leu-hE3 mutansok esetében a
fokozott ROS-termelés hatterében az LS-koétd zsebben, a FAD izoalloxazin-
gylr(ijének si oldalan bekovetkezd szerkezeti valtozasok allnak. A Glu340Lys-
hE3 esetében egy LS-kotd zsebhez kdzeli peptidszakasz (275-289) elmozdulasa,
illetve a FAD izoalloxazin-gy(iridjének megvaltozott konformacidja/reaktivitasa
stimuldlhatja a ROS-képz6 aktivitast. Nem volt ugyanakkor kimutathatd az
LS-kot6hely érintettsége az Asp444Val szubsztiticid esetében, az er6s6do
szuperoxid-képzésnek mas mechanizmus altal kell megvaldsulnia, feltehetbleg

a FAD prosztetikus csoport érintettségével. Bizonyos aminosav-szubsztiticidok
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esetében (Glu340Lys, Asp444Val, Arg447Gly, Arg460Gly, Lys37Glu, 11e318Thr,
Ile358Thr, Ile445Met) kimutathatd volt ezen felll egyes, hPDHk-E3KF-vel vald
interakciéban szerepet jatszé peptidfragmensek [12-13] megvaltozott
mozgékonysaga is. Ennek koszdonhetben szerkezetalapu bizonyitast nyertek
korabbi disszociacids allandé mérések eredményei 6t patogén mutans esetében
(lasd fent).

Munkacsoportunkban tovabb folyik a betegséget-okozé hE3 variansok, illetve a
hE1l és hE2 komponensek biokémiai, biofizikai és szerkezeti analizise a human
E3-deficiencia molekuldris patomechanizmusainak minél pontosabb megértése

és potencialis farmakoldgiai tamadaspontok kijeldlése céljabal.

Terapias konklazidok

A fokozott ROS-termel6 kapacitassal rendelkezd patogén hE3 varidnsok és a
hKGDHk E1-E2 alkomplexe altali szignifikdns ROS-termelés tekintetében
ténylegesen indokolt lehet egy kiegészité antioxidans-terapia alkalmazasa is a
human E3-deficiencia bizonyos tipusainak kezelése soran. Kifejezetten
hatasosnak bizonyulhat a liponsav antioxidans adasa, mivel az direkt modon
gatolhatja a patogén hE3 mutansok ROS-termelését, els6sorban az E3-
deficienciat altalaban kiséré acidozisban. Flavinok adasa ugyancsak ésszerl(
terdpids lehet0ség lehet azon mutaciok esetében, amelyek a hE3 FAD-
tartalmanak csdkkenéséhez vezetnek, ehhez azonban mind in vitro, mind pedig
in vivo korlilmények kozott vizsgalni sziikséges a szdban forgd mutans enzimek
flavinpdtlasra adott valaszat. A jovOben terapids megoldast jelenthetne a
vadtipusi  hE3-mal végzett Un. enzimhelyettesit6-terdpia, melynek
hatékonysagara vonatkozdan biztatd eredmények szllettek egér-modellben és

human sejtek vizsgalatakor [59-63].
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Szab6 Eszter a Semmelweis Egyetemen  szerezte
gyogyszerész diplomajat 2014-ben, azt megel6z6en harom
évben Kéztdrsasdgi Oszténdijbanrészesiilt. Doktori munkdjat
2015 ota a Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai
Intézetében, az MTA-SE Neurobiokémiai Munkacsoportban
végzi Ambrus Attila témavezetésével. Nem sokkal Ph.D.-
‘ | tanulmanyai megkezdése utan két honapos  kilféldi

l tanulmanyuton vett részt a Helmholtz-Zentrum Berlin

kutatdintézet Makromolekula Krisztallografia csoportjaban,

melynek soran megismerkedhetett a réntgenkrisztallografia alapjaival. Doktori

témaja a humana-ketoglutarat-dehidrogenaz enzimkomplex E3 alegysége
patogén mutansainak réntgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozasa.
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Ambrus Attila a Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai
Intézetének  adjunktusa, az MTA-SE Neurobiokémiai
Munkacsoportban tudomanyos fémunkatars, végzettségét
tekintve okleveles vegyész. A Debreceni Egyetemen a
Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézetben végezte doktori
munkajat, doktori értekezését 2001-ben védte meg. Az
Arizonai Egyetemen volt posztdoktori Oszténdijas 2000 és
2006 koézétt, ahol fehérje- és nukleinsav-szerkezetkutatassal
foglalkozott. A Semmelweis Egyetemen érdeklédésének
kézéppontjaban a human a-ketoglutarat-dehidrogenaz enzimkomplex altal
katalizalt ROS-képzésnek, illetve a human E3-deficiencia betegség molekularis
patomechanizmusanak a vizsgalata all. Fontosabb szakmai elismerései: kétszeri
Bolyai Oszténdij, Bolyai Plakett, Fulbright Oszténdij, EMBO Oszténdij (,short-
term”), Merit Dij (SE).
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Haracska, L. and Udvardy, A. (1995)

Cloning and sequencing a non-ATPase subunit
of the regulatory complex of the Drosophila 26S
protease. Eur. J. Biochem., 231: 720-725.

A 26S PROTEASZOMA POLIUBIKVITIN RECEPTOR
ALEGYSEGENEK KALANDOS AZONOSITASA

Haracska Lajos, Lipinszki Zoltan? és Udvardy Andor?

IMTA SZBK, Genetikai Intézet, 2MTA SZBK, Biokémiai Intézet

Osszefoglalé

A szabalyozott intracellularis proteolizis a sejt szamara aktuadlisan szlikségtelen
vagy karos fehérjék eltavolitasat végzi. A proteolizis irreverzibilis valtozasokat
hoz létre a sejtben, ami a folyamat szigoru szabdalyozottsagat teszi szlikségessé.
Két fliggetlen folyamat biztositja a proteolizis szigoru szelektivitasat. Az ubikvi-
tindcidos enzim kaszkad feladata a bontasra szant fehérjékben taldlhaté ,deg-
radacids szignalok” felismerése és egy specifikus posztszintetikus modositassal,
a poliubikvitinaciéval a fehérjék bontasra torténd kijelolése. A 26S proteaszoma,
az intracellularis fehérje bontast végzd multiprotein enzim komplexum felismer-
ni képes a poliubikvitin lancot, mint bontdsi szignalt, megkdoti és egy tébblépcsds
folyamat végeredményeként lebontja a kijel6lt fehérjét. A 26S proteaszoma
elsd, és talan legfontosabb feladata a poliubikvitin lanc felismerése és meg-
kotése, igy rendelkeznie kell egy olyan alegységgel, amely poliubikvitin recep-
torként funkciondl. Ennek az alegységnek az azonositasa egy sok éves, kalandos
torténet. Kezdeti gyors sikernek szamitott, hogy in vitro kotési teszttel
magasabbrendl eukariotakban, majd élesztében is azonositottak egy al-
egységet, amely kielégitette egy poliubikvitin receptorral szemben felallitott
kritériumokat. Problémat jelentett azonban, hogy az élesztdé ortoldg delécidja
nem eredményezett letalitdst és a poliubikvitinalt fehérjék in vivo felhal-
mozddasat — amit a poliubikvitin receptor delécidjatol elvartak. Ezek alapjan

rogton elvetették még azokat a pozitiv eredményeket is, melyeket mas eukarié-
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ta ortoldgok tanulmanyozasaval nyertek és a tovabbiakban 6 év kemény munka-
ja kellett annak bizonyitdsara, hogy a korabban azonositott 26S proteaszoma
alegység valamennyi eukariétaban poliubikvitin receptorként funkcional. Dro-
sophila melanogasterben végzett in vivo és in vitro munkaink ehhez a bizonyitasi

folyamathoz szolgaltattak (j eredményeket.

Poliubikvitinalt fehérjék szabalyozott lebontasa

A sejtek homeosztazisat tobb kiilénb6z6, de egymassal kélcsdnhatd szabalyozé
rendszer biztositja. A legrégebben, és talan legrészletesebben tanulmanyozott
rendszer a gén-expresszid transzkripcionalis szintli szabalyozasa volt. A fehérjék
intracellularis iranyitott lebontdsanak felismerése a mult szdzad utolsd év-
tizedében nagymértékben tagitotta, és Ujabb szintre, a fehérjék szintjére
terjesztette ki ismereteinket a homeosztazis fenntartasaért, és flexibilitasanak
biztositasaért felelds szabalyozasi rendszerek soraban. A proteolitikus szaba-
lyozas jelent6ségét, a bioldgiai rendszerekben megismert szamos reverzibilis
regulaciés mechanizmussal ellentétesen, irreverzibilis volta hatarozza meg. A
fehérje lebontasat kovetden a folyamatok iranya egyértelm(ien, visszafordit-
hatatlanul meghatarozotta valik. Szdmos példa bizonyitja ennek jelentoségét a
sejtciklus szabadlyozdsaban. A fehérjék lebontasat kisér6 valtozasok irreverzibi-
litdsa természetesen azt igényli, hogy a bontasi folyamat rendkivil szigortdan
szabalyozott legyen, kizardlag csak azokat a fehérjéket érintse, melyek
eltavolitasa a sejt pillanatnyi homeosztazisa szempontjabdl elengedhetetlen. E
szigoru specificitasi feltétel biztositasa érdekében a bontando fehérje kivalasz-
tasat, illetve magat a proteolizis folyamatat két kilonboz6, fliggetlen rendszer
végzi. Az ubikvitinaciés enzim kaszkad feladata a bontdsra szant fehérjékben
talalhaté ,,degradacids szignalok” felismerése, és ezen fehérjék bontasra térténd
kijelolése egy specifikus posztszintetikus modositassal. E modositas soran a
bontandd fehérje egy lizin aminosav oldalcsoportjdhoz az enzim kaszkad poliu-
bikvitin lancot szintetizal, amely felismerési jelként szolgal a fehérje bontast
végz6 specialis proteolitikus komplex, a csaknem 50 alegységbdl feléptlé 2,4

MDa nagysagu 26S proteaszéma szamara. A szabalyozott intracellularis prote-
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olizis specificitdsat tehat a 26S proteaszoma azon képessége biztositja, hogy
szelektiven csak a poliubikvitinalt fehérjéket bontja, tehat egyik - talan legfon-
tosabb - szerepe a poliubikvitinalt fehérjék felismerése, megkdtése és proteoli-

tikus processzalasa.

A 26S proteaszoma poliubikvitin receptoranak azonositasa

Az 1990-es évek elején nagyon éles verseny alakult ki tébb vezetd amerikai és
eurdpai laboratorium kodzott a 26S proteaszoma szerkezetének, és poliubikvi-
tindlt fehérje-felismerd mechanizmusanak megismerése terén. Harom pub-
likdcidnkkal kapcsolédtunk be ennek a kérdésnek a megkdzelitésébe. Sikerilt
homogenitasig tisztitani a 26S proteaszomat ecetmuslicabol (Drosophila mela-
nogaster), meghatarozni pontos alegységdsszetételét, igazolni poliubikvitinalt
fehérje-bontd képességét és kimutatni két alkomplexumanak ATP-fliggl in vitro
Osszeszereldodését [1]. Ezt kovetden klonoztuk és molekularisan jellemeztik
egyik alegységét [2], melyrdl kés6bb bizonyitottuk, hogy a 26S proteaszéma
poliubikvitin receptora, a komplexumnak azon alegysége, mely szelektiven
képes felismerni és megkotni a poliubikvitinalt fehérjéket, és e kotés affinitasa
a poliubikvitin lancot alkoté ubikvitin egységek szamaval aranyosan né [3].
Delécids térképezéssel behataroltuk az alegység azon szakaszait is, melyek a

poliubiquitin lanc felismerésében és kotésében részt vesznek.

A 26S proteaszoma poliubikvitin receptor alegységét in vitro kotési teszttel tobb
eukaridéta fajban azonositottak (S5a/Rpn10/p54 a human/élesztd/Drosophila
ortologok). Ezek az alegységek magas foku szekvencia homoldgiat mutattak [4],
ennek ellenére fizioldgias szerepliket kérdésessé tette az a megfigyelés, hogy
éleszt6ben az Rpn10-t kddold gén deletalasa nem letalis és nem eredményezi a
poliubikvitinalt fehérjék felhalmozddasat [5]. A megfigyelésbdl a Harvard Egye-
tem kutatéi arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy vagy a poliubikvitin lanc
kotésének kimutatdsara alkalmazott in vitro kotési tesztek aspecifikus kotést
detektaltak, vagy pedig léteznek mas, nagyobb affinitasi poliubikvitin re-

ceptorok, melyek in vivo képesek komplementalni ennek a fehérjének a funk-
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cidjat. Az extraproteaszomalis ubiquitin receptorok felfedezése feloldani latszott
ezt a problémat. Ezek a fehérjék (Rad23, Dsk2 és Ddil) hordoznak egy UBA
domént, mely a poliubikvitin lanc szelektiv felismeréséért és megkotéséért
felelds, valamint egy UBL domént, mely a 26S proteaszOmahoz koétédve
lehet6vé teszi a szallitott poliubikvitinalt fehérje proteaszémalis betaplalasat és
lebontasat. Rad23A és Dsk2A delécids éleszt6 mutansokban a poliubikvitinalt
fehérjék  nagyfoku  felszaporodasat észlelték [6], melyet annak
megerdsitéseként tekintettek, hogy nem az Rpn1l0 alegység, hanem ezek az
extraproteaszomalis fehérjék mikodnek poliubikvitin receptorként. A Harvard
Egyetem egy laboratéoriumabdl kozolt eredmény évekre felfliggesztette a 26S
proteaszOma ezen alegységének funkcionalis vizsgalatat. Ha lassan is, de
gyliltek az adatok, melyek a Harvard kutatdinak tekintélyét lebontva, kizardlag
a tudomanyos tények alapjan lehetévé tette a proteaszoéma ubiquitin receptor
alegységének azonositasat és miikodésének tisztazasat: a Rad23A élesztd
mutans sejtekhez viszonyitva a Rad23ARpn10A kett6s mutans éleszté sokkal
sulyosabb pleiotrop fenotipusa azt sugallta, hogy az Rpn10 fehérje részt vesz a
Rad23 altal prezentalt poliubikvitinalt fehérjék proteaszémalis processzalasaban
[7]. Végul az éleszt6 26S proteaszdma proteolitikus funkcidjanak tisztitott
komponensekbdl torténd brilians in vitro rekonstrukcidjaval Verma és mtsai
egyértelmlen bizonyitottdk, hogy az Rpnl10 alegység valdéban poliubikvitin

receptorként miikodik élesztoben [8].

Poliubikvitin receptor funkciot alatamaszté Drosophila genetikai bi-
zonyitékok

Az éleszt6 Rpnl0 deléciés mutans fenotipusanak hibds értelmezése azért
meglepd, mert az Rpn10 és magasabb eukaridéta ortoldgjainak szekvencidja
korabban mar ismert volt. A szekvencia adatokbdl nyilvanvalé volt, hogy bar az
Rpnl10 magas foku szekvencia homoldgiat mutat a magasabb eukariéta or-
toldogokkal, az alegység azonban l|ényegesen rovidebb, a C-terminalisarol
hidnyzik egy jelent6sen hosszl, magasabbrend(i eukariétdkban nagymértékben

konzervalddott szakasz.
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Ezeknek a szekvencia adatoknak ismeretében tovabbi vizsgalatainkban
feltételeztliik, hogy az élesztd deléciés mutans nem nyujthat teljes informaciot
sophila p54 alegység valéban a 26S proteaszdma poliubikvitin receptora, kon-

strualtunk egy p54A deléciés mutanst (1. abra).

wt  ApS4

1. abra. A 26S proteaszoma regulator komplexum p54 alegységének detektalasa vad
tipusu és p54A deléciés Drosophila torzsekben. Vad tipusd (wt) ill. p54A Drosophila
1arvakbdl készitett teljes fehérje kivonatot 8%-0s SDS-PAGE-en szeparaltuk, majd 4 kilénb6zé
regulator komplex specifikus monoklonalis ellenanyaggal immunoblotos technikaval vizsgaltuk.

Varakozasunknak megfelel6en a deléciés mutans azt a fenotipust mutatta, amit
egy esszencialis poliubikvitin receptor delécids mutanstdl elvarhatunk: a delécid
mitétikus hibakat, fejlédési rendellenességeket és korai bab letalitast, valamint
a poliubikvitinalt fehérjék nagyfoku felszaporodasat eredményezte [9]. Vizs-
galataink, Verma és mtsai egy évvel késobb élesztében végzett in vitro kisér-
leteivel egyitt nyugvd pontra juttattak a 26S proteaszéma poliubikvitin receptor
azonositasanak kalandos utjat. A tudomany legnagyobb ereje, hogy a tekintély

erejével szemben is dnkorrekciora képes.
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A delécio varatlan és érdekes kovetkezménye volt a csaknem 50 proteaszémalis
alegység koordinalt, extrém foku tultermel6dése (2. abra).

—

—

ﬁ . anti-Regulator Komplex

— '

wt Ap54

” anti-glikogén foszforilaz

(loading)

2. abra. A 26S proteaszéma nagyfoku tultermelddést mutat p54A delécios Drosophila
torzsben. Egyetlen 20 dras vad tipusu (wt), illetve p54A deléciés bab teljes fehérje extrak-
tumaban a 26S proteaszoma katalitikus és regulator komplexum alegységeinek immunoblotos
detektalasa. Also panel: glikogén foszforilaz (bemérési kontroll).

A taltermel6dott alegységek Osszeszerelddtek egy defektiv 26S proteaszéma
partikulumma, amelybdl csak a p54 alegység hianyzott. A tultermelddés
koordindltsagat az bizonyitotta, hogy szabad proteaszomalis alegységet a
deléciés mutansban kimutatni nem lehetett, valamennyi alegység fehérje 26S
proteaszéma partikulumma 6sszeszerelt dllapotban volt jelen a deléciés mutans-
ban. Ez a koordinaltsag azért is érdekes, mert az alegységeket kdédold gének a
Drosophila genom legkilénb6z0bb pontjain helyezkednek el. A jelenség pontos

mechanizmusa mindmaig ismeretlen.
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A Superdex-200 frakciok
(WT)
kDa Input 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3840 IB:
55- Dsk2 — a-Dsk2
55~  ps4 —
p4BA
pa2A — u-p54
40- aoa . a-paBA
a-pd2A
3 a-p3gA
e a-CPaf
26. CPuf—
Proteaszoma frakciok Monomer fehérjék
B Superdex-200 frakcidk
(Ap54)
kDa Input 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4C |IB:
55- Dsk2 — | o-Dsk2
§5-
pdBA —
pd2A — o-p54
40- p3gA —= a-pd8A
a-pd2A
35- a-p39A
a-CPu?
25 CPuf—
Proteaszima frakeidk Monoemer fehérjék
(g Superdex-200 frakciok
(Transzgénikus-p54/Ap54)
kDa \nl:lut 18 20 22 24 2628 30 32 34 36 38 40 1B
55- Dsk2 — u, Dsk2
Transzge- _
55 fikus p54 " _I -p54
p4BA —
p42A —
40- w-pdBA
p3gA — u-pd 28
u-pI9A
35- a-CPa7
25- CPaf—
Proteaszdma frakcidk Maonomer feherjék

3. abra. A Dsk2 csak a p54 jelenlétében koétodik a proteaszomahoz. A) Gélszlirési-
kromatografiaval (Superdex 200) igazoltuk, hogy a vad tipusu (WT) babokban a Dsk2 egy része
a proteaszomahoz kétédik (fr. 20-24), mig a tébbi extraproteaszéomalisan halmozddik fel (fr.
34-36). B) Ap54-es allatokban a Dsk2 csak nyomokban mutathato ki a proteaszoméaban. C) A
transzgénikus p54, amely beépil a Ap54-es proteaszomaba a Dsk2 ujbdli proteaszémalis
kotédésétét hozza létre. IB - immunoblot a kévetkezé ellenanyagokkal: anti-Dsk2, anti-p54,

anti-p48A, anti-p42A és anti-p39A (a 19S regulator komplexum alegységei), anti-CPa7 (a 20S
katalitikus mag alfa alegysége).

A p54 alegység esszencidlis poliubikvitin receptor funkcidjanak igazoldsa utan
részletesen vizsgaltuk az extraproteaszémalis ubiquitin receptorok kdlcsénhata-
sait a 26S proteaszémaval, ezen belll is a p54 alegységgel, és ezeknek a
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kdlcsonhatasoknak szabalyozasat. Ha ecetmuslicdban RNAi technikaval a Dsk2
poliubikvitin receptor szintjét csOkkentettik vagy transzgénikus allatokban
tultermeléssel néveltik a poliubiquitinalt fehérjék felhalmozddasat figyeltiik meg
és az allatok babstadiumban elpusztultak, ami a Dsk2 esszencialis szerepét
bizonyitja [10]. Tehat szemben az éleszt6 sejtekkel, magasabb eukaridtakban a
poliubiquitin receptorok nem képesek komplementalni egymas funkcioit, vala-
mennyi poliubikvitin receptor specifikus szubsztrat garnituraval rendelkezik,
melyek proteaszémalis processzalasaért kizardlagosan feleldsek. In vitro fehér-
je-fehérje kdlcsonhatasi kisérletekben kimutattuk, hogy a proteaszomalis p54
alegység fizikai kolcsénhatasba 1ép a Dsk2 UBL doménjével, amit késbbb
transzgénikus allatokkal végzett kisérletekkel in vivo is igazoltunk. A varakozas-
nak megfeleléen a Dsk2 és a 26S proteaszOma kolcsonhatasa p54A delécids
mutans torzsben nem mutathatd ki. Ha a p54A hattéren transzgénikus p54-et
termeltettiink, a transzgénikus fehérje beéplilt a proteaszomaba, és ezzel egyiitt
az endogén Dsk2 ismét képes volt kolcsonhatast kialakitani a 26S pro-
teaszomaval (3. abra) [10]. Ennek ismeretében kijelenthetjlik, hogy a Drosophi-
la Dsk2 a p54-en alegységen keresztll kapcsolédik a proteaszomahoz, a p54
alegységen keresztll tudja az altala szallitott poliubikvitinalt fehérjét a pro-
teaszémanak proteolitikus lebontasra atadni. Ez a mechanizmus szdges ellentét-
ben all az élesztében megfigyeltekkel, ahol a Dsk2 és az Rpn10 versengenek egy

k6z0s proteaszomalis kotbhelyért [11].

A poliubikvitin receptor szabalyozasa

Az éleszt6 és a magasabb eukaridta sejtek poliubikvitinalt fehérjeprocesszalasi
mechanizmusaban kimutatott alapvetd kilénbségek tovabbi vizsgalatanal abbdl
a megfigyelésbdl indultunk ki, hogy proteaszémalis poliubikvitin receptorjaik
(p54 ortolégok) kodzott a Iényeges kilonbség e fehérjék C-terminalis részében
van. Ezért célszer(inek latszott megvizsgalni a p54 alegység C-terminalis felének
kélcsonhatdsait az extraproteaszomalis poliubikvitin receptorokkal, valamint e

k6élcsdnhatasok szabalyozasi mechanizmusait.

BIOKEMIA
XLI. évfolyam 2. szam 2017. junius

71



l VISSZATEKINTES AZ ELMULT 50 EV KIEMELKEDO CIKKEIRE

A p54 fehérje N-terminalis felében Iévé VWA domén felel6s az alegységnek a
26S proteaszomahoz torténd kapcsolodasaért, ezért olyan transzgénikus Dro-
sophila torzset konstrudltunk, amelyben a p54 C-Terminadlis Felét (CTF) lehet
tultermeltetni.

A Frakcio szam
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

p54 —
paBA —
p42A —
p3gA —

|
3

Cpo7 S SR e e
p54 — o~
pdBA —
p42A — —
s — _—— -~
p39A — -~ CTF
CTF— E—
Cpu?— - g = "
26S proteaszoma frakciok Monomer fehérje frakcidk
B L3 L3 |
w w0 " w
nE&Eol, 2 Eg
88oc|882s
jg=S|z=2ok
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: [ ] &
{lzading) ! -
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4. abra. A transzgénikusan tultermeltetett p54-CTF fehérje nem koétodik a pro-
teaszomahoz és a poliubikvitinalt fehérjék nagyfoku felhalmozédasat idézi elé. A) Vad
tipusu (WT) és CTF transzgénikus larvak teljes fehérje extraktumat Superose 6 FPLC oszlopon
frakcionaltuk. A 26S proteaszoma alegységeit immunoblotos technikaval detektaltuk. B) Poliu-
bikvitilalt fehérjék felhalmozédasat a CTF transzgénikus larvakban anti-ubikvitin ellenanyaggal

detektaltuk.

Varakozasunknak megfeleléen ez a fehérje nem kapcsolédott a 26S pro-
teaszémahoz, extraproteaszoémalisan halmozodott fel, a poliubikvitinalt fehérjék
nagyfoku felszaporodasat eredményezte, és az allatok larvastadium végi pusz-
tuldsat okozta (4. abra). Affinitas-kromatografiaval tisztitott transz-génikus CTF
tomegspektrometriai elemzése kimutatta, hogy a CTF in vivo ubikvitilalédik,
amit in vitro is sikerilt reprodukalnunk [12]. A CTF-ben taldlhatdé egy, a
magasabbrend( eukaridtakban konzervalddott, termindlisan elhelyezked6 lizin

csoport (5. abra). Ha ezeket a lizineket eltavolitottuk és az igy csonkolt fehérje
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expresszidjara készitettiink transzgénikus Drosophilat (CTF-AK), a transz-
génikus fehérjében ubikvitilaciét nem lehetett kimutatni, tehat az ubikvitilacio a

terminalis lizin oldalcsoportokon alakul ki.

A in vivo ubikvitilacio B In vitro ubikvitilacio
Strep-CTH tual- Strep-CTH-4K tal- o
tarmelé térzs termeld torzs @ g ?.—.;L
oo 'rbc} 0 o E L|—L B ™
“‘a g ¥ . B0 8
& S S --oxbbo EX BEO
B (O N 22 =2
v Z5
- Multivbikwatingl; CTE-Ub
Strep-psd-CTH -— -Ub,
PS4 — S *. o - - s

«— CTF-Ub,
«— CTF-Ub,
Strep-CTF— - o= g~ Step-CTF-aK . ~—CTF
- ==

IB: c-pb4
IB: u-p54 B! a-phd

Sc (Rprll) 35:'--QPL'QSEQPI~_'.QHQJE-ZES

Hs (S5A) 353 ?‘\THF‘GH B

En {Rprl() 155 PTI {(xe] Konzervalodott
M. (Rpnl() 352 E-\TI IRl D 275 | lizin aminosavak

P (p54/Rpnl() 32— -*?I')HI"\ 1 “DCI‘D"—‘ 34

R 1 S PV p54-CTH
206 + 4 308

Belis  Terminalis

e UM —— UMz — Uit ey p54-CTH-AK
206 381

5. abra. Transzgénikus CTF in vivo multiubikvitinalt, in vitro multiubikvitinalhaté. A)
Strep-oszlopon tisztitott p54-CTH fehérjén a mddositas a C-terminalis lizin oldalcsoportokon
alakul ki, ami a CTF-AK fehérjén nem alakul ki. B) Rekombinans p54-CTF-et Drosophila embrid
extraktumban inkubalva a CTF posztszintetikus moédositasa in vitro is kialakul. C) A multiubikvi-
tinacio a p54 terminalis, magasabbrend(i eukariétakban konzervalddott lizin oldalcsoportjain

alakul ki.

Bizonyitottuk, hogy a p54 C-terminalis lizinjein multiubikvitilacié (tébb lizin
oldalcsoport egyidejd monoubiquitinacioja) torténik, és ez a modositas - szem-
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ben a poliubikvitinacioval - nem degradacios jel, az ubiquitilalt CTF féléletideje
ugyanis tébb mit 2 nap. Fehérje-fehérje kbélcsénhatasi kisérleteink azt igazoltak,
hogy az ubikvitildlt CTF nem képes kapcsolddni a Dsk2 UBL doménjéhez, a
modositas gatolja a két fehérje kozti interakciot, tehat ez a posztszintetikus
maodositas regulaciés szerepl (6. abra). A moddositds nemcsak a p54 fehérje
CTF-ben alakul ki, teljes hosszusagu p54-et termel6 transzgénikus térzsekben
hasonldéan kimutathatd, s itt is a terminalis lizinek multiubikvitilacidja kovetkezik
be, viszont a moéddositott formak soha nem épiilnek be a proteaszémaban,

kizardlag extraproteaszémalisan halmozddnak fel (7. abra).

kDa
1B
70-
60-
Ubikvitilalt CTF 2
50- és szarmazeékai & p54
40-
30- Strep-CTF —
GST-Rad23-NTF —
GST-Dsk2-NTF — — — Coomassie
GST— o

6. abra. A CTF multiubikvitilalasa felfiiggeszti a Rad23 és Dsk2 extraproteaszo-malis
poliubikvitin receptorok CTF-lel torténé kolcsénhatasat. Tisztitott Strep-CTF és multiu-
bikvitinalt szarmazékait affinitds oszlopokhoz kotétt GST-Rad23, illetve GST-Dsk2 fehérjékkel
(azok N-termindlis felével (NTF)) inkubaltuk. Az affinitds oszlophoz két6d6 CTF szarmazékokat
eludltuk és immunoblot technikaval azonositottuk. Csak a mddositatlan CTF kétédott a Rad23,
illetve Dsk2 fehérjékhez.

Ez a megfigyelés is a multiubikvitilacié szabalyoz6 szerepét bizonyitja. Ezeknek
a csak magasabb eukariétdkban megtalalhatd terminalis, konzervalodott lizin
oldalcsoportoknak fontos vitalis szereplik van. Vizsgalataink szerint a Drosophila
p54A delécids torzs letalis fenotipusat tokéletesen menekiteni lehet, ha transz-

génikus p54 fehérjét fejeztetlink ki a mutans hattéren.

A transzgénikus p54 fehérje beépll a 26S proteaszomaba és komplementalja a
poliubikvitindlt fehérjék felhalmozddasat és a letdlis fenotipust. Olyan transz-
génikus p54 fehérje, amelybdl a terminalisan elhelyezkedd, konzervalodott lizin
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oldalcsoportokat tartalmazé utolsé 14 aminosavat eltavolitottuk, beépil ugyan
a 26S proteaszémaba, kdlcsonhatasba Iép a Dsk2-vel, de nem képes teljesen

komplementalni az endogén p54 funkcidjat [13].

Superdex-200 frakciok
(Flag-p54; Ap54-da-Gal4)

kDa Input18 20 (22) 24 26 28 30(32)34 36 38 4C IB:
130-
100-
a-p54
70-
Flag-p54 —»|
55-
p48A/Rpt3 —»
15 p42A/Rpn7 —» A8A
- o-p
p39A/Rpn9 —» a-pd2A
35- a-p39A
a-CPa7
25-
CPa7/Prosa? —»

Proteaszoma frakciok Monomer feherjek

P TRd V4

modositott formai nem épiilnek be a 26S proteaszomaba. p54A delécios mutansban
transzgénikus p54 fehérjét (Flag-p54) termeltettiink, a teljes larvalis fehérje extraktumot
Superdex 200 FPLC oszlopon frakcionaltuk és a proteaszomaba beéplilt, illetve extrapro-
teaszomalis p54 fehérjéket immunoblotos technikaval azonositottuk.

Emiatt az allatok elpusztulnak. Laboratériumunkban jelenleg a terminalis lizin

oldalcsoportok ezen esszencidlis funkciéjanak molekularis elemzése folyik.
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Haracska Lajos, molekularis biolégus, az MTA SZBK Biokémiai Intézetében
Udvardy Andor témavezetésével védte meg Ph.D. dolgozatat fehérje
ubikvitilacio és szabalyozott lebontas témakérben. Posztdoktorként tébbek
kozott az USA-ban a UTMB-n az ubikvitilacio DNS hibajavitasban betéltott
szerepét tanulmanyozta. Jelenleg az SZBK Genetikai Intézetében vezetdje a
Mutagenezis és Karcinogenezis Kutatocsoportnak, amely az elmult években
tébb Uj, a DNS hibatoleranciaban szerepet jatszo ubikvitin-ligaz és ubikvitin-
kéto fehérje szerepét tarta fel.

Lipinszki Zoltan a Szegedi Tudomanyegyetemen szerzett bioldgus diplomat
2006-ban, majd az MTA SZBK Biokémiai intézetében Udvardy Andor csoport-
jaban védte meg Ph.D. dolgozatat a poliubikvitin receptorok jellemzése és
szabdlyozasa témakdérben 2009-ben. FEBS posztdoktori 6szténdijjal 4 évet
toltétt a Cambridge-i Egyetemen, ahol David Glover témavezetésével a
sejtosztéodas szabalyozasaban résztvevs fehérje modositasok regulacios
szerepét vizsgalta. 2015 6ta tudomanyos fémunkatars, az SZBK Biokémiai
| intézetében a Sejtciklus és Transzkripcié Szabdlyozas Csoport vezetije.
Kutatasi témaja a mitdzis iranyitasat végzé ubiquitilacios és foszforilacios
folyamatok feltarasa.

Udvardy Andor a Budapesti Orvostudomanyi Egyetemen 1962-ben orvosi
diplomat, az Eétvés Lorand Tudomanyegyetemen 1968-ban pedig matema-
tikusi diplomat szerzett. 1971 d6ta az MTA SZBK kutatdja. 1974-ben nyerte
el a kandidatusi fokozatot, 1987-ben a tudoméanyok doktora cimet. 1989-t6/
az EMBO tagja. Tanulmanyuton jart Marburgban, Géttingenben és Princeton-
ban. Kutatasi teriilete a molekularis bioldgia, kiilénés tekintettel a génex-

presszio, a kromatin szerkezete és a fehérjebontas szabalyozasa.
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MOLEKULARIS ELETTUDOMANYI KONFERENCIA 2017

Ez év marcius 31. és aprilis 2. kdzott kerllt megrendezésre - immaron harmadik
alkalommal - a ,Molekularis Elettudomanyi Konferencia 2017 (Hungarian Mole-
cular Life Sciences 2017)” Egerben, a Magyar Biokémiai Egyesilet (MBKE),
Magyar Genetikusok Egyestlilete (MAGE) és annak Sejt- és Fejlddésbioldgiai
Tagozatanak szervezésében. A konferencia lebonyolitdsat ismételten a Diamond
Congress Kft. csapata végezte a rajuk jellemzd professzionalistassal.

Munkajuknak készonhetben a konferencia nem csak szakmailag volt kifogastalan.

Az elsd ilyen tipusu konferenciat 2013-ban rendezték Siéfokon. Mara a legna-
gyobb magyarorszagi élettudomanyi szimpéziumma notte ki magat a rendez-
vény, melynek célja mar akkor is egy ko6zos forum létrehozasa volt a biokémia,
a genetika, a molekularis-, sejt- és fejlédésbioldgia terliletén tevékenykedd
kutatok szamara, illetve a fels6oktatasi intézményekben és akadémiai kutatdhe-
lyeken dolgozd csoportok kozotti kommunikacidé és egylttm(ikodés elGsegitése.
Ez a cél mara sem veszitette el aktualitasat, s6t, a bioldgiai kutatdsok komple-

xitdsanak folyamatos névekedése miatt idészer(ibb, mint valaha.

Az idei konferencian 6sszesen 365 f0 vett részt. Pénteken és szombaton 2-2
plenaris el6adas, majd 12 parhuzamos szekcidban Osszesen 66 beszamold
hangzott el valtozatos témakban. A szervezbknek nem volt konny( dolga,
amikor az el6adasokat tematikus csoportokba kellett rendeznilik Ggy, hogy az
azonos érdekl6dési korre szamot tartd témak lehet6ség szerint ne keriljenek
parhuzamos szekcioba és azonos iddbe. Dicséretiikre széljon, hogy e lehetetlen-
nek tno vallalkozast remekil oldottak meg, ezért csak elvétve kellett a szekcidk
k6zott ingazni. Kilon emlitésre méltd a szervezdok altal biztositott mobil app-
likaciéd. Ez - az el6zetesen vagy a helyszinen letdlthet6 alkalmazas - lehetdvé
tette a gyors és problémamentes keresést az el6adasok/poszterek kozott, és

konnyedén elérhetbek voltak az absztraktok is. Kilon érdekesség, hogy az
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el6adasokat értékelni is lehetett, ami hasznos visszajelzést nyujtott az el6addk

szamara.

A szinvonalas el6adasok mellett 174 poszter kerilt kiallitasra, melyeket két
poszter szekcié keretében mutattak be a résztvevék. A posztereken bemutatott
eredmények irant igen nagy volt az érdekl6dés. A szekcidk kellemes, barati
hangulatban zajlottak, ahol igen valtozatos témak keriltek megvitatasra, és sok
hallgatd is lehetdséget kapott munkdjénak bemutatdsara. Altaldnossagban
elmondhatd, hogy a program 06sszeadllitdsakor mindvégig kiemelt hangsulyt
kapott, hogy a plenaris el6adasokat tartd ,nagy oregek” mellett a fiatalabb
nemzedék is szot kapjon. Mivel a konferencia nyelve az angol volt, ez jo alkalmat
biztositott a gyakorlasra, elésegitve, hogy a fiatalok a nemzetkdzi konferen-

ciakon is megalljak a helyliket.

A konferencia zardsakor a legjobb poszterek elismerésben részeslltek. Az
értékelO bizottsag két elsd és két masodik dijat itélt oda:
1. dij: Berecz Tiinde, illetve Hegedlis Lili

2. dij: Hajdu-Soltész Borbala, illetve Laurinyecz Barbara.

A tudomanyos program mellett a biotechnoldgiai és laborfelszereléseket kinald
cégek is lehetdséget kaptak a bemutatkozasra. Idén 23 cég képvisel6i mutattak
be termékeiket. Ez remek lehetdséget kinalt arra, hogy megismerkedjink a
legfrissebb termékekkel és szolgaltatasokkal. Kilon kdszonet illeti meg azokat a

cégeket, amelyek szponzorként is hozzajarultak a konferencia megrendezéséhez.

Osszességében elmondhatjuk, hogy egy szakmailag magas szinvonald,

alkotészellem(i rendezvényen vehettlink részt.
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Kboszonet a szervezOknek (Virag Laszld, Kovacs Mihaly, Erdélyi Miklds, Mihaly

Jozsef, Sass Miklds, Szabd Gabor) aldozatos munkajukért!

Hegeddis Lili Kiss Erné
Ph.D. hallgatd tudomanyos fémunkatars

MTA SZBK, Genetikai Intézet, Mutagenezis és Karcinogenezis Csoport

1. kép. Nagy népszeriiségnek érvendett mindkét poszter szekcié. (Fotd: Thaler Tamas)

2. kép. Buday Laszl6 (az MBKE elnoke) és Hajdu-Soltész Borbala poszterdijas. (Foto:

Thaler Tamas)
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3. kép. 23 cég képviseloi mutattak be termékeiket. (Fotd: Thaler Tamas)

4. kép. Galavacsora a Hotel Eger-Park nagytermében. (Fotd: Thaler Tamas)
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5. kép. A szervezbk altal biztositott mobil applikaciéo nagymértékben segitette az

eligazodast az egyes eléadasok/szekciok kozott.
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BESZAMOLO A PEPTIDKEMIAI MUNKABIZOTTSAG
2017. EVI TUDOMANYOS ULESEROL

Az MTA Szerves és Biomolekularis Kémiai Tudomanyos Bizottsag keretében
m(ikodd Peptidkémiai Munkabizottsag ez évi tudomanyos (lését majus 29.-31.
kozott a szokasokhoz hiven a Richter Gedeon Nyrt. (idtl6jében tartotta Balaton-
szemesen. A rendezvényen a munkabizottsag tagjain kivil szamos el6adod,

érdeklodo és kiallitd, 6sszesen 83 f6 vett részt.

A gazdag tudomanyos program 8 szekcidjaban igen sok, a tavalyi 35 el6adassal
szemben 45 el8adds hangzott el. Orvendetesen sok Ph.D. hallgaté vehetett részt
és szamolt be a kutatasi eredményeirél, ami az Alapitvany a Magyar Peptid- és
Fehérjekutatasért, a Pazmany-Ebtvos Természettudomanyi Informacids
Alapitvany és a MedInprot altal nydjtott anyagi tdmogatasnak kdszénhetd. Két
angol nyelvil szekcié keretében 8 eléadas hangzott el, részben Magyarorszagon
dolgozo kilfoldi kutatdk, részben hazai el6addk altal. Meghivott eldaddként Prof.
Dirk Tourwe (Vrije Universiteit, Brussels, Belgium), a European Peptide Society
korabbi titkara tartott el6adast Multitarget peptides for chronic and neuropatic
pain cimen. A tovabbi szekcidk a kdvetkezd témakoroket olelték fel: Peptidek
korokozok ellen, Biokonjugatumok I.-II., Proteinek, Peptid szintézisek, analitika,

szerkezetvizsgalat, Modellezés, receptorok.

ElsO este a boséges, finom vacsora utan kerilt sor a Peptidkémiai Munkabizott-
sag Ulésére, ahol frissen silt pogacsa és remek borok kdéstolasa mellett kerlt
sor a MB lgyeinek megtargyalasara. Masodik délutan céges el6adasokra is sor
kerilt, a Simkon Kft. ,Analitikai megoldasok a Shimadzutd! a peptidkémia
szolgalataban”, a Gen-Lab Kft. ,Mit tehetink HPLC oszlopaink védelmében?”
cimmel tartott el6adast. Ezutan az érdekl6dok ellatogathattak a Légli birtokra és

borkodstoldn vehettek részt.
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A rendezvényen 6 cég (ABL&E-JASCO Magyarorszag Kereskedelmi és Szolgal-
taté Kft., Gen-Lab Kft., LAB-EX Kft., a Sigma-Aldrich Kft, Merck Kft., Simkon
Kft.) mutatta be a termékeit kidllitdas formajaban, és szponzori tdmogatassal,
illetve a most is igen népszerl, a cégek altal feltett kérdéseket tartalmazé
Totéhoz felajénlott nyereményekkel tAmogatta a Munkabizottsagi Ulést, amelyet

ezuton is kdszonink.

A csaladias kdrnyezet, az izletes ételek, a szép kornyezet, a remek id6jaras,
batrabbaknak a balatoni csobbanas remek hatteret nyuljtottak a magas szintd

tudomanyos programnak és a tudomanyos eszmecseréknek.

Toth Gabor Szlics Maria
elnék titkar
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EGYPERCESEK

Beszélo
Megszlletik és testbeszél. Gligydg. Szavakat alkot és alkalmaz.
Karattyol. Fecseg.
Beszélget. Elbeszél.
Athallassal beszél. Metakommunikal. Asszocial.
Beszél magahoz. Gondolattarsnak félszavakkal. Hallgaténak parttalanul.
Félrebeszél, szavakat téveszt.
Suttog. Motyog. Grimaszol.
Abbahagyja.

TUZkeresztség
Tlzrakas: 0si, zsigeri, varazsos, bator. Aldassék a Tiiz csiholdja.
Alkimia: a természetfilozé6fus Marat az ég6 anyagbdl latni vélte a flogisztonok
elillanasat.
A vegyész Lavoisier varazstalanitotta a tlizet. Bizonyitotta: egyestilés a levegd
oxigénjével.
Az alkimianak befellegzett, a kdozépkor bealkonyult. Elhamvadtak.
Hamvaikbdl foénixként kelt életre egy Uj kor és a modern kémia.
A francia forradalomban Marat kinyirva, Lavoisier lefejezve végezte.
Legalabb nem maglyan.

Popzene
Szent Istvan napi koncert, reneszansz zene. A XVI. szazadban popularis volt.
Most gyonyord.
Karizmatikus el6ad6 éneke. Most szivbe markolé.
Raadas dal. Nyilvanos kdnyodrgés az allamalapitohoz. Most szép.
Vajon milyen lenne ez a kénydrgés prézaban? Athallasos? Most kijozanito.
A zene konzerval. Nélkile a szoveg elévil. Mai kdrnyezetben alig értelmezhetd.

Tanc: szoldban, parban és csoportosan. Tanciskolaban, tereken. Testrészeink
kozvetitésével.

Az ének és élvezete a legbsibb kdlcsdnhatas, zsigeri kommunikacié: torkod és
belsém, lelkeink kozott.

Baktériumtorzsek, hangyaboly, méh- és vandorsaska-rajok, lemmingek is.
Csik-koncert, vilagzene. Vilagi. Mélabus ének. Elnyujtott, fajdalmas. Eufdrikus,
hullamzé tomeg.

Egymasra hangolédas: egyltt-tatogas, bdlogatds, vonaglds, imbolygas,
csapolas. Egyek lesziink. Pszicholégusok szerint beat entrainment: a ritmus
felvétele, tomegek 6sszehangolddasa. Samanhoz, horddészénokhoz, karizma-
tikus eldaddhoz. Papagajok és fokak képesek ra, majmok nem. Ugra-bugralé
evolucio.
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, Ertékrend? Mondd, mit érlel?
Sport. Evekig készlilnek. Cirkuszi jatékok, olimpia. Szurkolunk és szdérakozunk.
Masodperceken, centiken, kapufan, bir6i déntésen, szerencsén mulik.
Ermeseink specialistak, egyligyes, egydimenzids hdsok: id6, hossz, suly.
Csodalat. Eletfogytos tiszteletdij. Sporttorténelem. Hol sirjaik domborulnak.
Félrevizel6, géndoppingolt. EIobb-utobb utolérik. Santa kutya.
Ami ritka, értékes. Ami hibas, még értékesebb: sziami iker, kék Mauritius bélyeg.
Hatranyos helyzetl sportold. Paralimpia, félpénzért?

Kultdra. A kolto - ajkan csérompdl a szo.

Neve, ha van, csak aruvédjegy?

Vers, szeretének? Csokorba szedve, kiadonak? Ki veszi?
Onboncolds? Halhatatlanség...

Két deci froccsel becsiljik magunk’

Tudomany. Kivancsi kutat. Kutaté matat, éveken at. Tamogatasa csordogal.
Gondolatban kisérletezik, szamitégépen szimulal.

El6adas: a szé elszall. Megtiszteltetés, ha meghallgatjak. Udvarias taps. Tana-
csot ad. Kit erdekel?

Irasban kozol: fiokban marad. Kézleménye, ha megalapozott, felszall az internet
felhdjébe.

Kézfogas, plecsni. Nobel-dij? Diszsirhely...

~Kuncog a krajcar: ennyiért dolgoztal”

JAI

P Maksay Gabor neurobiokémikus, molekuldris farmakolégus, az MTA
Természettudomanyi Kutatokézpont kutaté emeritus professzora.
Erdekl6dési terlletek: kémiai kommunikacio, fehérjék szimmetria-
® sértése, interdiszciplindris ismeretterjesztés, ismeretelmélkedés, film-
4 elemzés, vitorlazas.

BIOKEMIA
XLI. évfolyam 2. szam 2017. junius

86



l FELHIVAS Férum felhivés

FELHIVAS

A Biokémia folydirat szerkesztObizottsaga egy Uj rovatot indit ,,Olvasoi levelek”
cimen, ahova az olvasdk bekiildhetik az Ujsag jelen rovataiba nem besorolhatd
irdsaikat, illetve a korabban megjelent cikkekre reflektalé gondolataikat,
véleményiiket. Az irasok csak abban az esetben keriilnek kozlésre, ha azok
nyelvezetét és tartalmat a szerkesztdbizottsdg a Biokémia szellemiségével

0sszeegyeztethetdnek tartja.

A leveleket Gallyas Ferenc szerkesztObizottsagi tagnak kérjik kildeni a

kovetkez6 e-mail cimre: ferenc.gallyas@aok.pte.hu.
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4
(s OO Kutatéi allas

Az MTA-SZBK Biokémiai Intézet Lendliilet Sejtciklus Szabalyozas
Kutatocsoport posztdoktort keres tudomanyos munkatarsi
munkakor betoltésére

A 2017 0Oszén induld Lendilet Kutatécsoport célja a mitdzist iranyitd fehérje
foszfatdzok szerepének molekuldris szinti megismerése. Ecetmuslica
modellorganizmust haszndlva, a széleskoérli genetikai modszerek adta
lehet6ségek mellett, sejtbioldgiai, biokémiai, molekularis bioldgiai és
proteomikai megkodzelitésekkel kivanjuk feltarni, hogy a mitotikus kinazok altal
szabalyozott sejtosztdédasi folyamatokat miként ellensllyozzak e kevésbé
ismert funkciéju enzimek. Célunk a foszfatazok célfehérjéinek azonositasa,
valamint a moddositas jelenlétének vagy hianyanak bioldgiai szerepének
megértése. Ezért olyan kutatdk jelentkezését varjuk, akik szivesen
csatlakoznanak egy ujonnan alakuld, fiatalos kutatécsoporthoz, kalandvagyodk
és otthonosan mozognak a molekuléris bioldgia és muslicagenetika tertletén.

Helyszin: MTA SZBK Biokémiai Intézet, Szeged

Kezdés: 2017. oktober 1.

Idotartam: 1 év hatarozott idej (3 hdnap probaidd), hosszabbithatd 3-5 évre
A foglalkoztatas jellege: Teljes munkaidés, heti 40 6ra

Feladatok: Kutatdmunka, témavezetés, kozleményiras és palyazatiras
Kovetelmény: szakiranyu végzettség (bioldgia, bioldgus, genetikus, orvos,
stb.), élettudomanyok terlletén szerzett PhD fokozat, jé6 kommunikacios- és
alkalmazkodé képesség, megbizhatdsag, csapatszellem, angol nyelvtudas
Elonyt jelent: szakmai tapasztalat molekularis bioldgiai és muslicagenetikai
laboratériumban, bioinformatikai és proteomikai ismeretek

Amit mi adunk: izgalmas kihivasok, fiatalos és baratsagos légkdr, felljitott
laborok, state-of-the-art miiszerek és technikak

Benyujtandoé: PhD oklevél masolata, részletes szakmai énéletrajz publikacios
listaval, 1 oldalas angol nyelven irt motivacios levél és legalabb egy ajanldlevél
Jelentkezés: |ipinszki.zoltan@brc.mta.hu

Infé: 06-62-599-664 vagy emailben

Hatarido: 2017. augusztus 10.
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ole
"O\/ Laborasszisztensi allas

Az MTA-SZBK Biokémiai Intézet Lendliilet Sejtciklus Szabalyozas
Kutatocsoport laborasszisztenst keres szakmai szolgaltaté
munkakor betdltésére

A 2017 0Oszén induldé Lendilet Kutatocsoport célja a sejtosztodast iranyitod
fehérje foszfatazok szerepének molekuldris szintli megismerése. Ecetmuslica
modellorganizmust haszndlva, a széleskoérli genetikai modszerek adta
lehetdségek mellett, sejtbioldgiai, biokémiai, molekularis bioldgiai és
proteomikai megkodzelitésekkel kivanjuk feltarni, hogy a mitotikus kindazok altal
szabdlyozott sejtosztdédasi folyamatokat miként ellenslilyozzak e kevésbé
ismert funkcioju enzimek. Olyanok jelentkezését varjuk, akik szivesen
csatlakoznanak egy Ujonnan alakuld, fiatalos kutatdécsoporthoz, és otthonosan
mozognak molekularis bioldgia- és genetika laboratériumokban.

Helyszin: MTA SZBK Biokémiai Intézet, Szeged

Kezdés: 2017. oktéber 1.

Idotartam: 1 év hatarozott idej (3 hdnap probaidd), hosszabbithatd 3-5 évre
A foglalkoztatas jellege: Teljes munkaid0s, heti 40 éra (vagy megbeszélés
szerint részmunkaidds)

Feladatok: Muslica térzsek fenntartdsa, laborasszisztensi feladatok elvégzése
a molekularis-, genetikai- és szdvettani laboratériumokban

Kovetelmeény: kozép- vagy felsOfokl szakképesités, szakirdanyu végzettség
(lehetdleg bioldgia, laboratériumi technikus vagy operator), szakmai
tapasztalat élettudomanyi laboratériumban

Elonyt jelent: tobb éves szakmai tapasztalat molekularis bioldgiai és
muslicagenetikai laboratériumban, angol nyelvtudas, jo kommunikacios
képesség

BenyuUjtandoé: szakmai végzettséget igazold oklevelek masolata, szakmai
Onéletrajz modszertani tapasztalatok részletezésével, korabbi munkahelyek
feltiintetésével

Jelentkezés: |ipinszki.zoltan@brc.mta.hu

Info: 06-62-599-664 vagy emailben

Hatarido: 2017. augusztus 1.
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